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Kakovost, varnost in učinkovitost zdravil je osnovna in bistvena zahteva farmacevtske 
industrije in regulatornih organov. Z analiznimi metodami pridobivamo podatke o 
lastnostih končnega produkta in z njimi nadzorujemo parametre proizvodnega 
bioprocesa. Zanesljivost analiznih metod, ki jo dokažemo z validacijo, je osnova za 
pridobivanje verodostojnih podatkov, ti pa skupaj z integriteto podatkov predstavljajo 
osnove sistema kakovosti.  
V okviru magistrske naloge smo izvedli polno validacijo dveh komplementarnih 
analiznih metod za merjenje relativne biološke aktivnosti biološko podobnega 
monoklonskega protitelesa, ki je zdravilna učinkovina iz skupine zaviralcev dejavnika 
tumorske nekroze alfa (TNF-α). Analizni metodi delujeta po različnih principih delovanja 
in se zato dopolnjujeta. Prva deluje po principu zaviranja apoptoze (AIA) celic in meri 
aktivnost antigen vezavnega mesta protitelesa (Fab regija) ter s tem specifičnost vezave 
protitelesa na TNF-α. Druga analizna metoda primarno meri aktivnost konstantnega dela 
protitelesa (Fc regija) in s tem vezavo na celične receptorje FcgIIIa (CD16). Osnovana je 
na principu s protitelesi posredovane celične citotoksičnosti (ADCC). 
Validacijske teste in evalvacijo rezultatov smo izvajali skladno s smernicami ICH in FDA 
ter dobro proizvodno prakso. Obe analizni metodi smo vrednotili z validacijskimi 
parametri točnost, linearnost, delovno območje, natančnost, specifičnost in robustnost ter 
rezultate validacijskih parametrov primerjali med seboj.  
Na podlagi pridobljenih rezultatov točnosti in linearnosti smo dokazali, da obe analizni 
metodi dajeta točne rezultate v območju 50–200 % relativne biološke aktivnosti vzorcev. 
V okviru analiz ponovljivosti in vmesne natančnosti smo dokazali, da sta obe analizni 
metodi natančni. Pri metodi AIA smo ugotovili, da je nekoliko bolj variabilna. Vrednosti 
geometričnega relativnega standardnega odklona (GRSD) za ponovljivost in vmesno 
natančnost so pri metodi AIA 1 % in 3 %, pri metodi ADCC pa 4 % in 9 %. Analize 
specifičnosti so pokazale, da pomožne snovi, ki so prisotne v matriksu zdravilne 
učinkovine, ne vplivajo na princip delovanja bioloških testov ali točnost in natančnost 
rezultatov. S testiranjem robustnosti smo ugotovili, da testirane spremembe parametrov, 
kot so časi inkubacij in koncentracije celic, ne vplivajo na točnost in natančnost 
rezultatov. V okviru robustnosti smo potrdili stabilnost vzorcev sedem dni po odprtju pri 
shranjevanju na temperaturi 2–8 °C.  
Rezultati validacije dokazujejo, da obe analizni metodi izpolnjujeta kriterije 
sprejemljivosti za vse vrednotene parametre in sta primerni za uporabo v kontroli 
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The quality, safety and efficacy of medicines are a basic and an essential requirements of 
the pharmaceutical industry and the regulatory authorities. Analytical methods are used to 
obtain data on drug product properties and to control bioprocess parameters. The 
reliability of analytical methods, which is proved by method validation, is the basis for 
obtaining correct data. Together with data integrity they form the basis of the quality 
system. 
In this master's thesis full validation of two complementary analytical methods is 
presented. The analytical methods used measure relative biological activity of the 
biosimilar monoclonal antibody that is an active pharmaceutical ingredient from the 
group of tumor necrosis factor alpha (TNF-α) inhibitors. The analytical methods function 
by two different principles and are therefore complementary. The first analytical method 
functions via cell apoptosis inhibition (AIA): it measures the activity of antibody's 
antigen binding site (Fab region) and with it the specificity of antibody binding to TNF-α. 
The second analytical method primarily measures the activity of antibody's constant 
region (Fc region) and with it its binding to FcgIIIa cell receptors (CD16). It is based on 
the principle of antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). 
The validation experiments and the result evaluation were performed according to ICH 
and FDA guidelines as well as good manufacturing practice. Both analytical methods 
were evaluated with the following validation parameters: accuracy, linearity, range, 
precision, specificity and robustness. The results of those validation parameters were then 
compared between methods.  
Accuracy and linearity results show that both analytical methods give accurate results in 
the range of 50–200 % relative potency of the samples. Reproducibility and intermediate 
precision results demonstrate that both analytical methods are precise, however the AIA 
method is slightly more variable. The geometric relative standard deviation (GRSD) 
values for reproducibility and intermediate precision are 1% and 3% for the AIA method, 
and 4% and 9% for the ADCC method, respectively. Specificity analyses show that 
excipients present in the drug substance matrix do not affect the functioning of either of 
the two bioassays nor the accuracy and precision of the results. Robustness results 
demonstrated that the tested method parameter variations, such as incubation times and 
cell concentrations, do not affect the accuracy and precision of the results. In terms of 
robustness it was also confirmed that drug substance samples are stable 7 days after 
opening and storage at 2–8 °C.  
The validation results of all parameters prove that the acceptance criteria for both 
analytical methods are fulfilled and that both analytical metods are suitable for use in the 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
4PL 4-parametrični logistični statistični model 
a naklon premice 
ADCC 
s protitelesi posredovana celična citotoksičnost (ang. antibody-
dependent cellular cytotoxicity) 
AIA test inhibicije apoptoze (ang. apoptosis inhibition assay) 
ANOVA statistični model analize varianc (ang. analysis of variance) 
b odsek na y osi 
BHK ledvične celice hrčka (ang. baby hamster kidney cell line) 
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CDR 
komplementarna determinirajoča regija (ang. complementarity-
determining regions) 
CH 
konstantno področje težke verige (ang. constant domain of heavy 
chain) 
CHO ovarijske celice kitajskega hrčka (ang. chinese hamster ovary cell line) 
CL konstantno področje lahke verige (ang. constant domain of light chain) 
DEVD-D-Cys 
Peptid, sestavljen iz aminokislin asparaginska kislina, glutaminska 
kislina, valin, asparaginska kislina in D-cistein. 
DMEM 
modificirano osnovno gojišče (ang. Dulbecco's modified Eagle's 
medium) 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
DS zdravilna učinkovina s pomožnimi snovmi (ang. drug substance) 
DS matriks pomožne snovi zdravilne učinkovine 
EC50 50 % efektivna koncentracija 
ELISA 
encimska imunoadsorpcijska analiza (ang. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
Fab variabilno področje protitelesa (ang. antigen binding fragment) 
FBS goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
Fc kristalizajoči del protitelesa (ang. crystallizable fragment) 
FcR receptor za Fc del protitelesa 
Fv variabilni del protitelesa (ang. variable fragment) 
GRSD 
geometrični relativni standardni odklon (ang. geometric relative 
standard deviation) 
HEK človeške zarodne ledvične celice (ang. human emriotic kidney cell line) 
IKK IκB kinaza 
Jurkat človeške celice limfociti T (ang. human T lymphocyte cell line) 
LLOQ spodnja meja določljivosti (ang. lover limit of quantification) 
XIV 
 
LOD meja zaznavnosti (ang. limit of detection) 
LOQ meja določljivosti (ang. limit of qualification) 
NFAT 
transkripcijski faktor aktiviranih T celic (ang. nuclear factor of 
activated T cells) 
NF-κB 
jedrni transkripcijski faktor kappa aktiviranih B celic za transkripcijo 
lahke verige (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells) 
NH2-CBT 6-amino-2-cianobenzotiazol 
PBS fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PLA 
statistični model vzporednih premic in ime programa (ang. parallel line 
assay) 
r Parsonov korelacijski koeficient 
r
2
 koeficient determinacije 
rcf relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifuge force) 
RLU relativna luminescenčna enota (ang. relative luminescence unit) 
RPMI osnovno gojišče (ang. Roswell Park Memorial Institute) 
sa standardni odklon naklona premice 
sb standardni odklon presečišča z y osjo 
SST test ustreznosti sistema (ang. system suitability test) 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze alfa (ang. tumor necrosis factor alpha) 
TNFR1 TNF-α receptor tipa 1 
TNFR2 TNF-α receptor tipa 2 
TRADD 
TNF-α receptor-asociirana smrtna domena (ang. TNF-α receptor-
asociated dead domain) 
U-937 
rakava celična linija histocitičnega limfoma (ang. histiocytic lymphoma 
malignant cell line) 
ULOQ zgornja meja določljivosti (ang. upper limit of quantification) 
VH variabilno področje težke verige (ang. variable domain of heavy chain) 






1.1 BIOLOŠKA IN PODOBNA BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Biotehnologija je v zadnjih dvajsetih letih ena izmed najhitreje razvijajočih se področij 
novih tehnologij. Dosežki sodobne biotehnologije segajo na različna področja, največji 
razcvet pa je z razvojem rekombinantnih tehnologij DNA doživela farmacevtska 
biotehnologija, ki je razvila nove metode in poti za proizvodnjo spojin proteinskega 
izvora. V povezavi z drugimi vedami, predvsem medicino, biokemijo in patologijo so 
tako razvili biološka zdravila ter z njimi nove možnosti zdravljenja in preprečevanja 
bolezni [1]. 
 
Biološka zdravila v splošnem in po načinu pridobivanja delimo v tri skupine. Najstarejša 
so tradicionalna biološka zdravila, pridobljena z izolacijo, kjer gre večinoma za postopke 
pridobivanja zdravilnih učinkovin iz rastlin in živalskih tkiv ter za izolacijo krvnih 
komponent iz donirane človeške krvi. V drugo skupino spadajo  učinkovine, pridobljene s 
klasično biotehnologijo, ki temelji na fermentaciji, biokatalizi in biosintezi (pridobivanje 
antibiotikov, protivirusnih zdravilnih učinkovin, steroidov, vitaminov). Največjo skupino 
bioloških zdravil pa predstavljajo sodobna biološka zdravila, pridobljena s tehnologijami 
rekombinantne DNK. V to skupino spadajo vse učinkovine, ki jih pridobivamo s pomočjo 
z genskim inženiringom zasnovanih ekspresijskih sistemov oz. biotehnološkega 
postopka. Marsikatera zdravilna učinkovina, ki se je včasih pridobivala z izolacijo, se 
danes zaradi ekonomičnosti procesa pridobiva biotehnološko. Znan primer je človeški 
rastni hormon somatropin. Največjo skupino rekombinantnih bioloških zdravil 
predstavljajo rekombinantna monoklonska protitelesa. Med biološka zdravila spadajo tudi 
monoklonska protitelesa, pridobljena s hibridomsko tehnologijo. Gre za mišja protitelesa, 
ki se uporabljajo tudi v diagnostične namene. Posebno skupino bioloških zdravil 
predstavljajo genska zdravila. Gre za zdravljenje s specifičnimi terapevtskimi geni, ki jih 
z vektorjem ali drugim transportnim sistemom vnesemo v celice z namenom popraviti 
gensko napako, ki je vzrok oz. povzročitelj bolezni [1]. 
 
Biološke učinkovine se bistveno razlikujejo od klasičnih učinkovin, ki so produkti 
organske in anorganske sinteze. Sintezne molekule lahko pridobivamo na več različnih 
načinov, z različnimi sinteznimi postopki ter različnimi postopki izolacije in čiščenja. V 
vsakem primeru na koncu dobimo kemijsko čisto učinkovino, ki se v ničemer ne 
razlikuje, ne glede na različne uporabljene postopke. Bioloških učinkovin ne moremo 
pridobivati s kemijsko sintezo, saj gre večinoma za proteinske makromolekule z veliko 
molekulsko maso in kompleksno tridimenzionalno strukturo. Primarno strukturo 
proteinov predstavljajo aminokisline, iz katerih so proteini sestavljeni in so med seboj 
povezane s peptidnimi vezmi. Zaporedje aminokislin v proteinu je odvisno od 
nukleotidnega zaporedja v molekuli DNK oz. gena, v katerem je zapisan protein. 
Primarna struktura se zaradi vzpostavitve vodikovih vezi med posameznimi 
aminokislinami nadalje zvije v sekundarne strukture, ki jih predstavljajo α-vijačnice in  
β-strukture, te pa se v različnih kombinacijah med seboj povežejo v tridimenzionalno 
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terciarno strukturo. Najstabilnejšo in praviloma edino funkcionalno obliko proteina 
imenujemo nativna oblika. Kadar je protein sestavljen iz več podenot, govorimo tudi o 
kvartarni strukturi, ki je sestavljena iz več polipeptidnih verig, kot je to v primeru 
protiteles. Za proteine sesalskega izvora so značilne tudi postranslacijske modifikacije. 
Med najpomembnejšimi je glikozilacija, ki ima ključen pomen pri biološki aktivnosti 
proteinov [2, 3]. 
Biološke proteinske učinkovine pridobivamo z biotehnološkimi postopki in uporabo 
mikroorganizmov ali sesalskih celic kot so ovarijske celice kitajskega hrčka (Chinese 
hamster ovary cells – CHO) in ledvične celice hrčka (Baby hamster kidney cells - BHK). 
Do razlik v končnem produktu lahko pride že zaradi nestabilnosti ekspresijskega sistema, 
ki je tekom rasti podvržen mutacijam. Bioproces je vedno specifičen postopek zaradi 
sestave gojišča za rast celic, vpliva temperature in koncentracij plinov v reaktorju, načina 
mešanja ter vseh nadaljnjih korakov bioprocesa, od večstopenjskega čiščenja učinkovine 
do končnega shranjevanja produkta. Ustreznost končnega produkta je zato najbolj 
odvisna od procesa proizvodnje. Že majhna sprememba v bioprocesu lahko pomeni 
ključno spremembo v končni strukturi in posledično pri terapevtskem učinku [1]. 
 
Slika 1: Biosinteza proteinov od izražanja gena do zvitja proteina, prirejeno po [3] 
 
Na področju bioloških zdravil, za razliko od klasičnih zdravil, ne poznamo generičnih 
proizvodov, ki vstopijo na tržišče po poteku patentne zaščite inovativnega zdravila. 
Glavne zahteve za generično zdravilo so, da vsebuje enako zdravilno učinkovino v enaki 
farmacevtski obliki in jakosti ter da se od inovativnega zdravila bistveno ne razlikuje po 
kakovosti, varnosti in učinkovitosti. Slednje je izpolnjeno, ko je generično zdravilo 
farmakokinetično bioekvivalentno oz. ima enako biološko uporabnost kot inovativno 
zdravilo, na katerem so bile izvedene farmakološko-toksikološke in klinične študije.  
Zaradi odvisnosti biološkega zdravila od procesa proizvodnje prihaja do minimalnih 
razlik v strukturi med enakimi biološkimi učinkovinami različnih proizvajalcev. Kljub 
temu morajo proizvajalci dosegati enako kakovost, učinkovitost in varnost, zato so 
regulatorne agencije uvedle skupino zdravil, ki jih imenujemo podobna biološka zdravila, 
za katera veljajo posebne zahteve v primerjavi s klasičnimi generičnimi zdravili. Tem 
zahtevam lahko proizvajalci zadostijo le z izvedbo kliničnih študij na lastnem produktu. 
Za podobna biološka zdravila je potrebno poleg farmakokinetičnih in farmakodinamičnih 
bioekvivalenčnih študij izvesti tudi klinična preizkušanja faze III, ki so izvedena v ožjem 
obsegu kot klinična preizkušanja inovativnih zdravil [1, 4].  
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1.2 MONOKLONSKA PROTITELESA 
Protitelesa so glikozilirani proteini v obliki črke »Y« iz naddružine imunoglobulinov. 
Protitelesa proizvajajo aktivirani limfociti B oz. limfociti B, diferencirani v plazmatske 
celice in predstavljajo glavno funkcijo specifičnega oz. pridobljenega humoralnega 
imunskega odziva. V imunskem sistemu nastajajo različna protitelesa, usmerjena proti 
različnim epitopom na enakem antigenu. Imenujejo se poliklonska protitelesa, ki 
nastajajo iz različnih klonov limfocitov B. Na drugi strani poznamo monoklonska 
protitelesa, ki imajo identično strukturo, saj nastajajo iz enega klona limfocitov B. 
Protitelesa imajo simetrično strukturo in so sestavljena iz dveh enakih težkih 
polipeptidnih verig (CH) in dveh enakih lahkih polipeptidnih verig (CL), ki so med seboj 
povezane z disulfidnimi vezmi. Vsaka lahka veriga je na težko verigo pripeta z eno 
disulfidno vezjo, težki verigi pa sta med seboj povezani v gibljivem področju  
(ang. hinge region) [5]. Vsaka od verig je sestavljena iz konstantnega in variabilnega 
dela. Konstantna področja imajo podobno aminokislinsko sestavo, razlike pa določajo 
razred in podrazred protiteles. Konstantno področje težkih verig označujemo kot Fc 
regijo (ang. crystallizable fragment), področje konstantnega in variabilnega dela težke 
verige, kjer je pripeta lahka veriga, pa skupaj imenujemo Fab regija (ang. antigen binding 
fragment), kot prikazuje slika 2. 
Slika 2: Struktura monoklonskega protitelesa razreda IgG, povzeto po [6] 
Na podlagi 5 različnih težkih verig, poimenovanih z grškimi črkami α, γ, δ, ε in μ, glede 
na Fc regijo, ki jo sestavljajo, poznamo 5 razredov oz. izotipov protiteles, in sicer IgA, 
IgG, IgD, IgE in IgM. Protitelesa IgG nadalje delimo na 4 podrazrede (IgG1–IgG4), 
protitelesa IgA pa na 2 podrazreda (IgA1 in IgA2). Razlikujejo se po bioloških lastnostih 
in lokaciji delovanja, saj zaradi vezave in aktivacije različnih FcR receptorjev sprožijo 
različne imunske odzive. Večja raznolikost aminokislinskega zaporedja je na  
N-koncu variabilnega dela težke in lahke verige, ki ga imenujemo variabilni del (Fv). 
Vsako variabilno področje je sestavljeno iz šestih hipervariabilnih delov, treh na težki in 
treh na lahki verigi, ki jih predstavljajo B zanke iz zvitja aminokislinskega zaporedja. To 
področje imenujemo paratop ali komplementarna determinirajoča regija (CDR regija, 
ang. complementarity determining region) in predstavlja specifičnost protitelesa in 
vezavno mesto za antigen [7, 8]. Torej, Fab regija določa specifičnost protitelesa, 
Fc regija pa določa razred in posledično imunski odziv, ki ga povzroči protitelo. 
Fab - antigen binding fragment 
Fc - crystallizable fragment 
CH - konstantno področje težke verige 
CL - konstantno področje lahke verige 
VH - variabilno področje težke verige 
VL - variabilno področje težke verige 
-  hipervariabilna področja (CDR) 
-  variabilna področja 
-  konstantna področja 
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Poznamo štiri skupine terapevtskih monoklonskih protiteles, ki se med seboj razlikujejo 
po izvoru oz. načinu pridobivanja. Najprej so na tržišče prišla mišja monoklonska 
protitelesa, pridobljena s pomočjo hibridomske tehnologije oz. s hibridomskimi celičnimi 
linijami. Iz imunizirane miši izolirani limfociti B so s postopki za fuzijo celic združeni z 
mielomsko (rakavo) celično linijo. S selekcijskim gojiščem se nato izolira hibridomska 
celična linija, ki ima lastnosti limfocita B, da proizvaja protitelesa in lastnosti mielomske 
nesmrtne celice. Iz takšne celične linije se vzpostavijo proizvodni kloni za pridobivanje 
terapevtskega mišjega monoklonskega protitelesa. 
Z razvojem rekombinantnih metod so se razvila himerna in humanizirana terapevtska 
protitelesa. Pri postopku pridobivanja himernih protiteles se gene konstantne regije težke 
in lahke verige mišjega protitelesa zamenja z inserti ustreznih genov človeškega 
protitelesa. Tako pridobljeno protitelo ima 60–70 % človeškega aminokislinskega 
zaporedja. Pri humaniziranih protitelesih ostanejo mišjega izvora v strukturi protitelesa 
samo še hipervariabilne regije težke in lahke verige oz. samo deli, ki predstavljajo 
vezavno mesto. Delež človeškega aminokislinskega zaporedja v humaniziranih 
monoklonskih protitelesih je 90–95 %. S tehnologijo prikaza na fagu in z razvojem 
fagnih predstavitvenih knjižnic se je razvila metoda za pridobivanje popolnoma človeških 
monoklonskih protiteles. Druga metoda za pridobivanje človeških protiteles je uporaba 
transgenih živali. 
Z nižanjem deleža aminokislinske sestave mišjega izvora se zniža tudi potencialna 
imunogenost. Imunogenost je neželen učinek, do katerega pride pri terapiji s protitelesi, 
kadar imunski sistem vneseno protitelo prepozna kot tujek. Posledično v tretiranem 
pacientu nastanejo protitelesa, ki zmanjšajo delovanje biološkega zdravila. Lahko pride 
tudi do nastanka nevtralizirajočih protiteles, ki uničijo delovanje zdravilne učinkovine. 
Poleg izvora monoklonskega protitelesa so lahko razlog za imunogenost tudi napake v 
proizvodnem postopku, ki vodijo do spremenjene strukture proteina in neustreznih 
posttranslacijskih modifikacij [8, 9]. 
 
1.3 MEHANIZMI DELOVANJA IN PODROČJA UPORABE 
Terapevtska monoklonska protitelesa predstavljajo najpomembnejšo skupino bioloških 
zdravil. Imajo visoko specifičnost vezave na terapevtsko tarčo in redke neželene učinke. 
Do sedaj je bilo s strani FDA za terapevtsko uporabo odobrenih že več kot 82 različnih 
monoklonskih protiteles vključno s 7 podobnimi biološkimi monoklonskimi protitelesi 
[9]. Mehanizmi delovanja teh bioloških zdravilnih učinkovin so različni in odvisni od 






Preglednica 1: Biološke zdravilne učinkovine s pripadajočimi terapevtskimi tarčami, 
mehanizmi delovanja in indikacijami [8, 9, 10, 11] 
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Slika 3: Terapevtske tarče in mehanizmi delovanja bioloških zdravil [11] 
 
1.4 TNF-α 
Dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-α) je večfunkcionalna signalna proteinska 
molekula oz. citokin, ki v imunskem sistemu sodeluje pri vnetnih procesih. Sproščajo oz. 
proizvajajo ga predvsem aktivirani makrofagi in tudi druge imunske celice. Motnja 
regulacije in povišano sproščanje TNF-α spremlja številne avtoimune bolezni, kot so 
revmatoidni artritis, luskavica, Kronova bolezen itd. Protein TNF-α obstaja primarno kot 
transmembranski protein, ki se lahko iz membrane sprosti in tako nahaja v topni 
homotrimerni obliki. TNF-α se veže na dve vrsti receptorjev, in sicer receptor TNFR1 
(TNF-α receptor tipa 1), ki je izražen na celicah vseh tkiv in ga aktivirata obe obliki  
TNF-α, in receptor TNFR2 (TNF-α receptor tipa 2), ki je izražen izključno na imunskih 
celicah in ga aktivira samo transmembranska oblika TNF-α. Aktivaciji obeh receptorjev 
vodita do enakih celičnih odzivov. 
Vezava TNF-α signalizira dva različna celična odziva: indukcijo apoptoze ali aktivacijo 
transkripcijskih faktorjev, ki vodijo v izražanje genov, ki omogočajo preživetje in delitev 
celice. Torej dva nasprotujoča si procesa, ki sta odvisna od tipa celice ter stanja in okolja, 
v katerem se celica nahaja. Za indukcijo apoptoze zdrave celice je potrebno zaviranje 
izražanja novih genov, kar se najlažje doseže z dodatkom zaviralca sinteze proteinov, kot 
je cikloheksimid. 
Apoptoza je programirana celična smrt, pri kateri celica uniči samo sebe. Začne se z 
vezavo TNF-α na receptor TNFR1, kar sproži notranjo oz. intrinzično pot apoptoze. Na 
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receptorju se zaradi vezave TNF-α aktivira TRADD domena (TNF-α receptor-asociirana 
smrtna domena), ki preko kaskadnih reakcij vodi do aktivacije kaspaz. Najprej se 
aktivirajo iniciacijske kaspaze (npr. kaspaza 8 in 9), ki aktivirajo efektorske kaspaze (npr. 
kaspaza 3 in 7), kot prikazuje slika 4. Kaspaze so encimi iz skupine proteaz, natančneje 
cistein-aspartatne proteaze. Njihova encimska reakcija cepi peptidne vezi in tako razgradi 
proteine, kar povzroči uničenje celice. 
Pot aktivacije NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells) se prav tako začne z aktivacijo TRADD domene enega od receptorjev TNF-α. To 
vodi do aktivacije IKK kompleksa (IκB kinaza), ki razgradi IκBα protein s procesom 
ubikvitinacije. IκBα protein je zaviralec NF-κB transkripcijskega faktorja. Ko se le-ta 
razgradi, se transkripcijski faktor NF-κB sprosti in prenese v jedro, kjer aktivira 
transkripcijo genov, ki omogočajo preživetje celice [12, 13, 14]. 
 





1.5 ZDRAVILNE UČINKOVINE IZ SKUPINE ZAVIRALCEV TNF-α 
Zaviralci oz. antagonisti TNF-α so zdravilne učinkovine, ki vežejo protein TNF-α in tako 
blokirajo njegovo vezavo na receptorje. To prepreči nadaljnje signalne poti in vnetne 
procese, ki jih povzroča TNF-α. Vse zdravilne učinkovine iz skupine zaviralcev TNF-α 
so biološke učinkovine: adalimumab in golimumab (strukturno človeški monoklonski 
protitelesi), infliksimab (himerno monoklonsko protitelo), etanercept (fuzijski protein) in 
certolizumab pegol (pegiliran fragment humaniziranega monoklonskega protitelesa). 
Uporabljajo se za zdravljenje kroničnih avtoimunih bolezni. Registrirana so za 
zdravljenje indikacij, kot so različne oblike artritisa, različne oblike psoriaze oz. 
luskavice, Kronova bolezen in ulcerozni kolitis. V primerjavi s klasično terapijo za te 
bolezni ima terapija z biološkimi zdravili številne prednosti. Mehanizem delovanja teh 
zdravilnih učinkovin je specifično povezan s tarčo (TNF-α), ki je vključena v potek 
bolezni. Zaradi visoke specifičnosti vezave so zdravila bolj učinkovita in imajo manj 
stranskih učinkov. Monoklonska protitelesa imajo dolge razpolovne dobe (1–2 tedna), kar 
pomeni, da je potrebno zdravilo aplicirati bistveno redkeje kot klasična zdravila [8, 9]. 
 
 
1.6 BIOLOŠKI TESTI ZA MERJENJE RELATIVNE BIOLOŠKE 
AKTIVNOSTI 
Poznamo veliko analiznih tehnik za določevanje fizikalno kemijskih lastnosti, identitete 
in čistosti zdravilne učinkovine ter za spremljanje proizvodnega procesa, vendar je iz 
rezultatov teh analiz težko sklepati na biološko aktivnost zdravilne učinkovine. Poleg 
tega je pri bioloških zdravilih ustreznost produkta odvisna predvsem od proizvodnega 
procesa. Do minimalnih razlik v strukturi in biološki aktivnosti lahko pride že med 
različnimi serijami enakega produkta. Regulatorni organi zato poleg fizikalno-kemijskih 
določitev v kontroli kakovosti bioloških zdravilnih učinkovin predvidevajo tudi določanje 
biološke aktivnosti oz. jakosti produkta z uporabo biološkega testa. Z njim kvantitativno 
ovrednotimo sposobnost biološkega zdravila, da povzroči specifičen biološki odziv. 
Biološki test torej posnema naravni biološki proces, ki je povezan s principom delovanja 
zdravilne učinkovine, na katerem temeljijo klinične študije in registracija zdravila. 
Biološki testi so relativne metode, zato se biološka aktivnost vzorca meri relativno proti 
biološki aktivnosti standarda oz. reference. Odzivajo se na spremembo neke lastnosti 
vzorca in standarda v odvisnosti od koncentracije. Odziv vzorca in standarda merimo v 
istem biološkem testu. Tako biološko aktivnost primerjamo pri istih pogojih in variacijah. 
Če je odziv biološkega testa vzorca primerljiv z odzivom standarda, ki ga merimo v istem 
biološkem testu, pomeni, da je biološka aktivnost vzorca ustrezna. Ustreznost podobnosti 
odzivov vzorca in reference vrednotimo s statističnimi testi, ki ovrednotijo podobnost 
matematične oblike krivulj, ki predstavljajo koncentracijsko odvisen odziv vzorca in 
standarda, kot prikazuje slika 5. Za teste v kontroli kakovosti morata biti biološki test in 





Slika 5: Simbolični grafični prikaz koncentracijsko odvisnega odziva biološkega testa za 
standard in vzorec [17] 
 
Biološke teste za merjenje biološke aktivnosti delimo na in vivo biološke teste, kjer 
biološko aktivnost merimo s pomočjo živali ter in vitro biološke teste, kjer se uporabljajo 
predvsem izolirane sesalske celične linije. Poznamo tudi različne imunskoencimske teste. 
 
In vitro biološki testi 
Biološki testi se na biološko zdravilo oz. učinkovino odzivajo s spremembo neke 
lastnosti, ki jo lahko merimo. Poleg tega se mora lastnost spreminjati tudi v odvisnosti od 
odmerka oz. koncentracije. 
Spremembe lastnosti v in vitro biološkem testu, ki so odvisne od koncentracije in se jih 
da posredno ali neposredno meriti, so: 
 Sprememba v številu celic oz. rast celic: štetje celic ali posredno merjenje 
celičnega ATP z luminescenčnim reagentom. 
 Sproščanje specifičnega proteina: sproščen protein lahko merimo s testi ELISA. 
 Celični metabolizem določenega substrata: substrat določamo posredno ali 
neposredno spektrofotometrično. 
 Aktivacija specifičnega receptorja: signalizira in povzroči notranji celični odziv. 
 Transkripcija specifičnega gena: izražen gen merimo s kvantitativnim PCR. 
 Aktivacija reporterskega gena: vstavljen gen se izraža s pomočjo promotorja, ki je 
aktiviran preko naravne signalne poti, ki jo aktivira testirana učinkovina. 
Ponavadi gre za vstavljen gen za encim luciferazo, ki pri reakciji z 
luminescenčnim reagentom emitira svetlobo, kar merimo spektrofotometrično. 
 Aktivacija himernega receptorja: gensko spremenjeni receptor, ki vsebuje 
lastnosti specifičnega vezavnega receptorja za učinkovino in lastnosti signalnega 
receptorja, ki povzroča notranji celični odziv.  
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Prednosti in vitro bioloških testov: 
 z njimi se izognemo uporabi živih živali za testiranje, 
 manj nenadzorovanih spremenljivk, 
 hitrejši in cenejši, 
 manj delovno intenzivni in primerni za avtomatizacijo. 
 
In vivo biološki testi 
Biološki testi in vivo so biološki testi, pri katerih merimo odziv na laboratorijskih živalih. 
Kot testne živali se največkrat uporabljajo miši in podgane. In vivo biološke teste 
izvajamo, kadar je za spremljanje odziva na učinkovino potreben celoten organizem oz., 
kadar je biološki odziv posledica interakcije med več organskimi sistemi in z uporabo in 
vitro biološkega testa in s kombinacijo ostalih analiznih tehnik ni mogoče predvideti in 
vivo biološke aktivnosti. Pri nekaterih bioloških testih je merjen odziv na živali relativno 
enostaven za merjenje, pri kompleksnejših meritvah pa je potrebno predhodno zbrati 
vzorce krvi in jih nato analizirati [16]. Z in vivo biološkimi testi merimo: 
 pridobljeno maso živali: biološki test za humani rastni hormon (hGH); 
 število retikulocitov (nezrelih eritrocitov): biološki test za eritropoetin; 
 število nevtrofilcev (granulocitov): biološki test za G-CSF; 
 spremljanje steroidogeneze: biološki testi za hormonske zdravilne učinkovine; 
 titer protiteles: biološki testi za cepiva. 
 
Slabosti in vivo bioloških testov: 
 etična vprašanja in zakonske omejitve glede testiranja zdravil z uporabo 
laboratorijskih živali, 
 omejeno število živali na test in posledično omejeno število podatkov, 
 visoka variabilnost, 
 visoka cena, 





1.7 VALIDACIJE ANALIZNIH METOD 
Validacija analizne metode je dokumentiran postopek, ki z visoko stopnjo zanesljivosti 
zagotavlja, da bo določena analizna metoda dajala rezultate, ki natančno odražajo 
kakovostne parametre testiranega produkta in ustrezala namenu uporabe.  
Za uspešno odobritev vloge za dovoljenje za promet z novim zdravilom mora 
proizvajalec predložiti popolno registracijsko dokumentacijo, ki vsebuje popoln opis 
proizvodnega postopka skupaj z opisom analitskih postopkov, ki dokazujejo, da produkt 
ustreza standardom kakovosti, varnosti in učinkovitosti. To dokazujejo tudi ustrezno 
izvedene validacije. Osnovna priporočila za izvedbo validacij analiznih postopkov 
predpisuje smernica Q2 mednarodne konference o harmonizaciji (ICH - ang. 
International conference on harmonization) in smernice FDA [18, 19, 20]. Smernice za 
razliko od regulativ zgolj priporočajo principe izvedbe validacije in usmerjajo k 
poenotenju. Smernice ICH in FDA pri izvedbi validacije analizne metode priporočajo 
vrednotenje naslednjih parametrov: 
 točnost, 
 linearnost, 
 delovno območje, 
 natančnost: 
 ponovljivost, 
 vmesna natančnost oz. rigidnost, 
 reproducibilnost, 
 specifičnost, 
 meja zaznavnosti oz. detekcije (LOD), 
 meja določljivosti oz. kvantifikacije (LOQ), 
 robustnost. 
 
Za različne tipe analiznih postopkov smernice priporočajo različen obseg validacije. Za 
validacijo identifikacijskih testov je potrebno samo vrednotenje specifičnosti. Za metode, 
s katerimi določamo vsebnost analitov, je potrebno vrednotiti vse parametre razen meje 
zaznavnosti in meje določljivosti. Pri metodah za vrednotenje nečistot pa razlikujemo 
med limitnimi testi, kjer vrednotimo samo parametra specifičnost in meja zaznavnosti ter 
kvantitativnimi testi za nečistote, kjer pri validaciji vrednotimo vse parametre. 
Že na začetku razvoja analizne metode, ki služi podpori v predkliničnih raziskavah in 
kliničnih raziskavah faze I, izvedemo začetno validacijo oz. kvalifikacijo analizne 
metode. Ta zagotavlja, da je analizna metoda sposobna določati vsebnost analita in 
podpirati stabilnostne študije. Pri tem testiramo manj parametrov in v manjšem obsegu 
kot pri validaciji, podatke kvalifikacijskih testov pa uporabimo za optimizacijo metode in 
testiranje robustnosti. 
V nadaljevanju je potrebno vsako novo razvito analizno metodo validirati v polnem 
obsegu, kot ga za določen tip analize priporočajo smernice. Validacija mora biti izvedena 
do začetka kliničnih raziskav faze III. Z validacijo dokažemo, da je analizna metoda 
točna, natančna, specifična in robustna ter tako zagotavlja verodostojne rezultate. 
Validacijo v polnem obsegu je potrebno izvesti tudi, ko za analizno metodo obstajajo 
literaturni viri ali so za izvedbo analize na voljo komercialni kompleti z navodili za delo. 
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Kadar je analizna metoda namenjena vrednotenju več različnih analitov (razpadni 
produkti, metaboliti, enantiomer, druga učinkovina), morajo biti v validacijo vključeni vsi 
analiti. Pred izvedbo validacije se vse validacijske aktivnosti predpiše v validacijskem 
protokolu, vključno z vnaprej določenimi in strokovno utemeljenimi kriteriji 
sprejemljivosti. Vsa analitska oprema, ki jo pri validaciji uporabljamo, mora biti ustrezno 
kvalificirana. 
Ob morebitnih spremembah analizne metode (spremembe v izvedbi, spremembe 
reagentov) moramo analizno metodo ponovno validirati oz. revalidirati. Prav tako je 
ponovna validacija potrebna ob spremembi formulacije ali uvedbi nove farmacevtske 
oblike, v tem primeru to imenujemo dovalidacija. Ponovna validacija analizne metode je 
priporočljiva tudi ob večjih spremembah proizvodnega postopka. Obseg ponovne 
validacije temelji na oceni tveganja in lahko obsega le najosnovnejše parametre ali 
celotno validacijo in jo imenujemo tudi delna validacija. V okvir delnih validacij spadajo 
tudi prenosi analiznih metod. Prenos vedno poteka s strani laboratorija, kjer je bila 
analizna metoda validirana (originatorski laboratorij) v prejemni laboratorij. Oba 
laboratorija izvedeta analize enakih vzorcev po enakih parametrih in med seboj 
primerjata rezultate.  
Posebna vrsta validacij so navzkrižne validacije, kjer primerjamo rezultate dveh različnih 
analiznih metod (referenčna in testna metoda) ali rezultate enake analizne metode, ki je 
bila neodvisno validirana v dveh različnih laboratorijih. Za farmakopejske analizne 
metode ali analizno metodo, iz katerega drugega priznanega standarda, validacija ni 
potrebna. V tem primeru moramo izvesti verifikacijo metode, s katero potrdimo, da 
metoda v določenem laboratoriju daje rezultate znotraj specifikacijskih mej [21, 22]. 
 
1.7.1 VALIDACIJSKI PARAMETRI 
Točnost 
Točnost analizne metode izraža ujemanje dobljene vrednosti s sprejeto pravo oz. 
referenčno vrednostjo. 
Poznamo več principov določanja točnosti analizne metode: 
 analiziramo analit z znano vsebnostjo in čistostjo (npr. referenčni standard); 
 primerjava rezultatov za točnost analizne metode, ki jo validiramo z drugo neodvisno 
analizno metodo, katere točnost je znana oz. validirana; 
 točnost analizne metode lahko privzamemo, v kolikor smo dokazali njeno natančnost, 
linearnost in specifičnost; 
 za določanje točnosti analizne metode na vzorcih končne farmacevtske oblike lahko 
analiziramo matriks pomožnih snovi farmacevtske oblike, kateremu dodamo znano 
količino analita z znano vsebnostjo in čistostjo (zdravilna učinkovina ali referenčni 
standard) ali pa znano količino analita dodamo končni farmacevtski obliki (princip 
standardnih dodatkov). 
 
Točnost določamo na celotnem območju analizne metode, in sicer pri najmanj 5 različnih 




Linearnost analizne metode je njena sposobnost generiranja rezultatov, ki so znotraj 
določenega območja neposredno ali z definirano matematično funkcijo premo sorazmerni 
količini merjenega analita. 
Linearnost določamo na celotnem območju analizne metode, in sicer pri najmanj 5 
različnih koncentracijah analita in v najmanj 3 ponovitvah pri vsaki koncentraciji. 
Koncentracije zajemajo območje med zgornjo in spodnjo mejo določljivosti (LLOQ in 
ULOQ) oz. do predvidene zgornje meje določljivosti in so med seboj enakomerno 
porazdeljene. Območje linearnosti lahko naknadno razširimo z dodatnimi 
koncentracijskimi točkami. 
 
Za določanje območja linearnosti poznamo dva principa vrednotenja: 
 kalibracijski princip: vrednotimo razmerje med količino oz. koncentracijo analita in 
merjenim odzivom (signalom); 
 princip linearnosti analizne metode: vrednotimo razmerje med znano količino oz. 
koncentracijo analita in dobljenim rezultatom. 
 
Linearnost najprej vrednotimo z vizualno oceno grafa, ki predstavlja razmerje med 
koncentracijo analita in merjeno spremenljivko. Včasih je za dosego linearnega razmerja 
med podatki potrebno le-te pretvoriti z ustrezno matematično funkcijo (npr. 
logaritmiranje). Linearnost nato ovrednotimo s statistično metodo linearne regresije in 
izračunamo njene parametre, kot so naklon regresijske premice (a), odsek na y osi (b), 
Parsonov korelacijski koeficient (r) oz. koeficient determinacije (r
2
) in vsoto kvadriranih 
ostankov. Poleg tega je potrebno rezultatom priložiti tudi grafično predstavitev podatkov, 
in sicer graf regresijske premice in graf ostankov oz. graf odmikov posameznih točk od 
premice linearne regresije. V kolikor je regresija zares linearna, so točke na grafu 
ostankov naključno porazdeljene okoli vrednosti 0. V primeru, da je na grafu ostankov 
viden trend, to indicira, da regresija ni linearna.  
Pri analiznih metodah, ki ne izkazujejo linearnosti, za vzpostavitev razmerja med 
analitom in odzivom uporabimo modele nelinearne regresije [18, 19, 20]. 
 
Delovno območje 
Območje analizne metode je interval med najnižjo in najvišjo koncentracijo analita, za 
katere so dokazani parametri linearnosti, točnosti in ponovljivosti. Spodnjo mejo območja 
metode določa LLOQ, zgornjo mejo območja pa zadnja točka v linearnem območju 









Glede na tip analizne metode smernice določajo minimalna delovna območja: 
 Analizne metode za vrednotenje vsebnosti: 80–125 % pričakovane vsebnosti. Pri 
metodah za vrednotenje vsebnosti je spodnji nivo delovnega območja želen v meri, da 
metoda lahko podpira analize stabilnostnih vzorcev (tudi stresnih pogojev). 
 Analizne metode za vrednotenje nečistot: od meje navedbe (0,05 %) do 120 % 
specifikacijske meje [18, 19, 20]. 
 
Natančnost 
Natančnost analizne metode izraža stopnjo ujemanja rezultatov analiz istega homogenega 
vzorca pod enakimi pogoji. Določa jo standardni odklon, relativni standardni odklon ali 
koeficient variance. Za vrednotenje natančnosti uporabljamo reprezentativne vzorce iz 
končnega procesa. Vrednotimo jo na treh nivojih: 
 ponovljivost, 
 vmesna natančnost, 
 reproducibilnost. 
 
Ponovljivost analizne metode določa natančnost oz. variabilnost rezultatov znotraj 
postopka v kratkem časovnem obdobju. Isti vzorec analizira ena oseba v enem dnevu na 
isti opremi. 
Vrednotimo jo pri najmanj 3 različnih koncentracijah vzorca znotraj območja metode v 
najmanj 3 ponovitvah pri vsaki koncentraciji ali pa s 6 ponovitvami pri 100 % nominalne 
koncentracije. 
Vmesno natančnost določa ponovljivost rezultatov znotraj laboratorija v daljšem 
časovnem obdobju. V vrednotenje vključimo različne spremenljivke kot so različni 
analitiki, različni dnevi izvedbe analiz, različna oprema, različne serije reagentov ipd. 
Priporočljiva je uporaba eksperimentalnega načrta. 
 
Reproducibilnost se nanaša na natančnost rezultatov med različnimi laboratoriji  
[18, 19, 20]. 
 
Specifičnost 
Specifičnost je zmožnost analizne metode, da nedvoumno, točno in natančno izmeri 
analit ob prisotnosti komponent, kot so pomožne snovi, razpadni produkti in nečistote, za 
katere lahko domnevamo, da so prisotne v vzorcu. Smernice predvidevajo analizo 
vzorcev z znano vsebnostjo analita, kjer se pričakuje pozitiven rezultat in analizo vzorcev 
brez analita, kjer se pričakuje negativen rezultat oz. rezultat pod LOQ. Poleg tega 
analiziramo vzorce, ki vsebujejo strukturno podobne snovi. To so vzorci z dodanimi 
znanimi nečistotami ali vzorci stresne stabilnostne študije, kjer se prav tako pričakuje, da 
se rezultat ne razlikuje od rezultata za vzorec brez dodanih nečistot. S tem zagotovimo, 
da nobena morebitno prisotna snov ne moti določitve analita oz., da odziv pripada zgolj 
analizirani snovi. Pri bioloških testih je namen parametra specifičnosti potrditi 
specifičnost vezave protitelesa na receptor ob prisotnosti ostalih snovi [18, 19, 20].  
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Meja določljivosti in meja zaznavnosti 
Meja določljivosti oz. meja kvantifikacije (LOQ) je najmanjša količina analita v vzorcu, 
ki jo analizna metoda zazna in kvantitativno ovrednoti z ustrezno točnostjo in 
natančnostjo. 
Meja zaznavnosti oz. meja detekcije (LOD) je najmanjša količina analita v vzorcu, ki jo 
analizna metoda še zazna, vendar ne tudi kvantitativno ovrednoti. 
 
Mejo določljivosti in mejo zaznavnosti lahko določimo na več načinov: 
 Na podlagi vizualne ocene: vizualno vrednotenje meritev vzorcev z znanimi nizkimi 
koncentracijami in ocena meje, do katere je analit še ustrezno zaznaven oz. določljiv. 
 Na podlagi razmerja med signalom in šumom: razmerje vrednoti meritve vzorcev z 
znanimi nizkimi koncentracijami v primerjavi z meritvami slepih vzorcev. Meja 
določljivosti je definirana kot koncentracija, pri kateri je razmerje med signalom in 
šumom večje ali enako 10:1, meja zaznavnosti pa, ko je to razmerje večje ali enako 
3:1. 
 Na podlagi standardnega odklona in naklona umeritvene premice: Meja določljivosti 
je definirana kot razmerje med 10-kratnikom standardnega odklona in naklonom 
umeritvene premice. Standardni odklon je določen na podlagi meritev slepih vzorcev 
ali kot standardni odklon umeritvene premice. Pri meji zaznavnosti je v razmerju  
3-kratnik standardnega odklona. 
 
Za analizne metode za določanje vsebnosti in biološke aktivnosti zdravilne učinkovine pri 
validaciji ni potrebno določati meje določljivosti in meje zaznavnosti, zato teh 
parametrov pri validaciji nismo testirali. Ta parametra je potrebno določati predvsem pri 
metodah za analizo nečistot, za to pa biološki test ni primerna analizna metoda  
[18, 19, 20]. 
 
Robustnost 
Robustnost je sposobnost metode, da kljub namernim majhnim spremembam parametrov 
daje točne rezultate. Robustnost pove, kako sprememba različnih parametrov vpliva na 
rezultate oz. do katere mere ni vpliva na rezultat in posledično, katere parametre metode 
moramo med analizo ustrezno nadzorovati.  
Poznamo dva pristopa testiranja robustnosti: testiranje vpliva enega samega parametra 
(ang. one variable at a time) ali testiranje vpliva spremembe več parametrov hkrati (ang. 
multi variable at a time). Pri tem je smiselna uporaba eksperimentalnega načrta  






Namen magistrskega dela je razviti validacijski protokol in izvesti polno validacijo dveh 
komplementarnih analiznih metod za merjenje relativne biološke aktivnosti biološko 
podobnega monoklonskega protitelesa, ki je zdravilna učinkovina iz skupine zaviralcev 
dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-α). Analizni metodi imata različna principa 
delovanja in se zato medsebojno dopolnjujeta. Namenjeni sta analiziranju zdravilne 
učinkovine in končne farmacevtske oblike v okviru analiz kontrole kakovosti za 
sproščanje. Namen magistrskega dela je v okviru validacije preveriti, ali analizni metodi 
dajeta zanesljive rezultate in sta primerni za namen uporabe, saj rezultati analiz bioloških 
testov predstavljajo enega od najpomembnejših rezultatov za sproščanje bioloških 
zdravil.  
Validacijske teste in evalvacijo rezultatov bomo izvajali skladno s smernicami ICH in 
FDA ter dobro proizvodno prakso. Ker so smernice splošne, napisane za širok spekter 
analiznih metod, bomo validacijski protokol prilagodili tako, da bo vseboval validacijske 
parametre, ki so smiselni za vrednotenje bioloških testov. Obe analizni metodi bomo 
vrednotili z validacijskimi parametri točnost, linearnost, delovno območje, natančnost, 
specifičnost in robustnost. Na podlagi rezultatov bomo implementirali morebitne 
posodobitve analiznih metod in postavili specifikacijske meje. 
Magistrsko delo povzema del širšega raziskovalno-razvojnega dela, od poznega razvoja 
analiznih in statističnih metod, validacije na vzorcih zdravilne učinkovine in končnega 
produkta v dveh farmacevtskih oblikah, do sproščanja standarda in kontrolnega vzorca v 
okviru aktivnosti analitske podpore. V magistrskem delu je predstavljena validacija dveh 






3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 OPREMA 
Uporabljena analitska in tehnološka oprema je navedena v preglednici 2. Proizvajalci in 
modeli so navedeni kot primer in so zamenljivi z enakovredno opremo. 
 
Preglednica 2: Uporabljena analitska in tehnološka oprema 







Dispenzor Eppendorf Multipette M4 
Mikroskop Olympus IX53 
Centrifuga Eppendorf 5810R 
Čitalnik mikrotitrskih ploščic Tecan Infinite F200 Pro 
Tehtnica Mettler Toledo XP56 
Hemocitometer Brand BR718605 
Mikrobiološka komora Iskra Pio MC 15-2 
CO2 inkubator Binder CB150 
 
3.1.2 LABORATORIJSKI MATERIAL 
Uporabljen laboratorijski material je naveden v preglednici 3. Proizvajalci in kataloške 
številke so navedeni kot primer in so zamenljivi z enakovrednimi produkti. 
 
Preglednica 3: Uporabljen laboratorijski material 
Laboratorijski material Proizvajalec Kataloška številka 
Mikrotitrske ploščice 
Grainer Bio-One 650160, 656161 
Corning Costar 3917 
Pipetni nastavki 
Sartorius 





Nastavki za dispenzor Eppendorf 0030089685 
Stripete Corning Costar 4487, 4488, 4489, 4490, 4491 




Kadičke Thermo Scientific 8094, 8086 
Sterilne krpe Hartmann 2513026 
Krovna stekelca Assistent 40990121 
T-plastenke TPP 90076, 90151 





Uporabljene kemikalije so navedene v preglednici 4. Proizvajalci in kataloške številke so 
navedeni kot primer in so zamenljivi z enakovrednimi produkti. 
 
Preglednica 4: Uporabljene kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka 
Osnovno gojišče RPMI 1640 Gibco 61870010 
Osnovno gojišče DMEM Gibco 41966029 
FBS Gibco 10082147 
Glutamax Gibco 35050038 
Penicilin-Streptomicin Sigma-Aldrich P4333 
Geneticin Gibco 10131027 
Higromicin Roche 10843555001 
Zeocin Invitrogen R25001 
TNF-α R&D Systems 210-TA 
Cikloheksimid Sigma-Aldrich C4859 
PBS Gibco 20012019 
BSA Sigma-Aldrich A8022 
Luminescenčni reagent 





Barvilo Trypan Blue Gibco 15250061 
 
 
3.1.4 PROGRAMSKA OPREMA 
 
Uporabljena programska oprema je navedena v preglednici 5. Proizvajalci in programska 
oprema so navedeni kot primer in so zamenljivi z enakovredno programsko opremo. 
 
Preglednica 5: Uporabljena programska oprema 
Programska oprema Proizvajalec 
Magellan v7.2 Tecan 





3.2 EKSPERIMENTALNO DELO IN METODE 
3.2.1 PRIPRAVA REAGENTOV 
 
Rastno gojišče za tarčne celice HEK 
Modificiranemu osnovnemu rastnemu gojišču (DMEM) dodamo goveji serum (FBS), 
aminokislino L-glutamin in selekcijski antibiotik geneticin do končnih koncentracij 10 % 
(V/V), 2 mM in 0,1 mg/mL. 
Pripravljeno gojišče sterilno filtriramo skozi 0,22 μm filter in shranjujemo v hladilniku 
pri temperaturi 2–8 °C. 
 
Rastno gojišče za efektorske celice Jurkat 
Osnovnemu rastnemu gojišču RPMI1640 + Glutamax dodamo FBS do končne 
koncentracije 10 % (V/V) ter antibiotika higromicin in zeocin do končnih koncentracij 
0,375 mg/mL in 0,1 mg/mL. 
Pripravljeno gojišče sterilno filtriramo skozi 0,22 μm filter in shranjujemo v hladilniku 
pri temperaturi 2–8 °C. 
 
Gojišče za analizo ADCC 
Osnovnemu rastnemu gojišču RPMI1640 + Glutamax dodamo FBS do končne 
koncentracije 10 % (V/V). 
Pripravljeno gojišče sterilno filtriramo skozi 0,22 μm filter in shranjujemo v hladilniku 
pri temperaturi 2–8 °C. 
 
Rastno gojišče za celice U-937 in gojišče za anallizo AIA 
Osnovnemu rastnemu gojišču RPMI1640 + Glutamax dodamo FBS do končne 
koncentracije 10 % (V/V) in mešanico antibiotika penicilin-streptomicin do končne 
koncentracije 100 UI oz. 100 mg/mL. 
Pripravljeno gojišče sterilno filtriramo skozi 0,22 μm filter in shranjujemo v hladilniku 
pri temperaturi 2–8 °C. 
 
Priprava raztopine TNF-α 
Liofiliziran TNF-α raztopimo v fosfatnem pufru (PBS), ki vsebuje 0,1 % (m/V) govejega 
serumskega albumina (BSA) do končne koncentracije npr. 50 μg/mL. Pripravljen reagent 
alikvotiramo in zamrznemo pri temperaturi ≤ –60 °C. Alikvot odtalimo pred uporabo in 





3.2.2 PRECEPLJANJE CELIC 
 
Precepljanje tarčnih celic HEK 
Celice HEK imajo v biološkem testu s protitelesi posredovane celične citotoksičnosti 
(ADCC) vlogo tarčnih celic, ki na membrani izražajo transmembransko obliko TNF-α, na 
katerega se veže monoklonsko protitelo s Fab regijo. Po naravi so človeške embrionalne 
ledvične celice. V in vitro pogojih rastejo pritrjene na podlago. Gojimo jih v T-plastenkah 
z rastnim gojiščem v CO2 inkubatorjih pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2. Celice HEK 
precepljamo, ko le-te dosežejo 80–90 % preraščenost površine T-plastenke. 
Ker so celice HEK adherentne celice, jih s spiranjem z gojiščem najprej sprostimo s 
podlage. Dobljeni celični suspenziji določimo gostoto tako, da celice preštejemo pod 
mikroskopom. Alikvotu celične suspenzije dodamo barvilo tripan modro v razmerju 1:1 
in jo nanesemo v števno komoro hemocitometra z definiranim volumnom (1 ∙ 10
-4
 mL). 
Barvilo modro obarva samo mrtve celice, saj ne prehaja celične membrane živih celic. 
Tako lahko poleg celične gostote izračunamo tudi odstotek živih celic. Na podlagi 
preštetih živih celic izračunamo volumen celic, ki ga moramo nacepiti v sveže gojišče, da 
bodo celice zrasle do ustrezne gostote za test oz. ponovno precepljanje. 
 
Precepljanje celic Jurkat 
Celice Jurkat imajo v biološkem testu ADCC vlogo efektorskih celic, ki na membrani 
izražajo receptor FcgIIIa (CD16a), obliko V158, na katerega se veže monoklonsko 
protitelo s Fc regijo. Po naravi so limfociti T. V in vitro pogojih rastejo kot suspenzijska 
celična kultura. Gojimo jih v T-plastenkah z rastnim gojiščem v CO2 inkubatorjih pri 




Celično suspenzijo homogeniziramo in določimo gostoto živih celic z barvanjem in 
štetjem celic pod mikroskopom. Na podlagi gostote živih celic izračunamo volumen 
celic, ki ga moramo nacepiti v sveže gojišče, da bodo celice zrasle do ustrezne gostote za 
test oz. ponovno precepljanje. 
 
Precepljanje celic U-937 
Celice U-937 uporabljamo v biološkem testu inibicije apoptoze (AIA). Po naravi so 
celice U-937 monociti, bele krvne celice, ki se diferencirajo v makrofage. Celična linija 
je bila izolirana iz pacienta s histolitičnim limfomom. V in vitro pogojih rastejo kot 
suspenzijska celična kultura. Gojimo jih v T-plastenkah z rastnim gojiščem v CO2 
inkubatorjih pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2. Precepljamo jih, ko dosežejo gostoto 
približno 1 ∙ 10
6
 celic/mL. 
Celično suspenzijo homogeniziramo in določimo gostoto živih celic z barvanjem in 
štetjem celic pod mikroskopom. Na podlagi gostote živih celic izračunamo volumen 
celic, ki ga moramo nacepiti v sveže gojišče, da bodo celice zrasle do ustrezne 




3.2.3 BIOLOŠKI TEST S PROTITELESI POSREDOVANE CELIČNE 
CITOTOKSIČNOSTI (ADCC) 
Princip delovanja: 
Biološki test ADCC povezuje tarčne in efektorske celice. Tarčne celice so celice 
HEK293, ki na membrani izražajo transmembransko obliko TNF-α in protein BAFF-R. 
Celice HEK so po naravi človeške embrionalne ledvične celice. Efektorske celice so 
celice Jurkat, ki na membrani izražajo receptor FcgIIIa (CD16a), obliko V158, ki je 
odgovoren za vezavo s protitelesom in imajo vstavljen gen za encim luciferazo, ki se 
izraža pod transkripcijsko kontrolo promotorja NFAT. Efektorske celice Jurkat 
predstavljajo alternativo NK celicam oz. celicam ubijalkam, ki so prisotne pri naravnem 
procesu ADCC. Celice Jurkat so po naravi limfociti T. Analit je monoklonsko protitelo, 
zaviralec TNF-α, ki se s Fab regijo veže tudi na transmembransko obliko TNF-α, ki se 
nahaja na tarčnih celicah HEK. Na kompleks tarčnih celic HEK in protitelesa se preko 
regije Fc z receptorjem CD16 vežejo efektorske celice Jurkat. To povzroči aktivacijo 
efektorskih celic Jurkat in posledično aktivacijo promotorja NFAT, ki sproži transkripcijo 
genov za encim luciferazo. Po celodnevni inkubaciji v CO2 inkubatorju, supernatantu 
dodamo luminescenčni reagent Stady Glo, ki lizira celice, tako da se sprosti vsa 
luciferaza, ki se je med biološkim testom sprostila iz efektorskih celic Jurkat. 
Luminescenčni reagent vsebuje tudi luciferin, ki ga encim luciferaza razgradi in pri 
reakciji se kot stranski produkt sprosti svetloba, kot prikazujeta sliki 6 in 7. V biološkem 
testu so prisotne tarčne celice HEK in efektorske celice Jurkat, temu pa je dodanih 8 
različnih koncentracij zdravilne učinkovine, ki se enakomerno zmanjšujejo. Manjša kot je 
koncentracija oz. biološka aktivnost zdravilne učinkovine, manj tarčnih in efektorskih 
celic se preko protitelesa poveže med seboj. Posledično se aktivira manj efektorskih celic, 
ki sintetizirajo encim luciferazo, zato se razgradi manj luminescenčnega reagenta, kar 





Slika 6: Princip delovanja biološkega testa ADCC [23] 
 
 




Biološki test izvajamo na beli mikrotitrski ploščici s 96 jamicami, celotno delo pa poteka 
aseptično v mikrobiološki komori. Biološki test je relativna analizna metoda, kar pomeni, 
da vzorce analiziramo glede na standard. Vsaka analiza je lahko sestavljena iz več testov 
oz. več mikrotitrskih ploščic. Za vsako ploščico je potrebno pripraviti individualno 
redčino standarda in vzorcev. Na vsaki ploščici je v triplikatu nanesen standard in do trije 
vzorci. Vsak standard in vzorec je na mikrotitrski ploščici po serijskem redčenju v 8 
različnih koncentracijah, ki enakomerno padajo, kar na koncu predstavlja koncentracijsko 
odvisen odziv. 
Najprej pripravimo tarčne in efektorske celice. Tarčne celice HEK so adherentne celice, 
ki rastejo pritrjene na podlago. Celice resuspendiramo tako, da jih z gojiščem speremo s 
podlage, na katero so pritrjene. Določimo gostoto in odstotek živih celic, kot je opisano v 
poglavju 3.2.2 Efektorske celice Jurkat so suspenzijske celice. Celice homogeniziramo in 
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določimo gostoto in odstotek živih celic, kot je opisano v poglavju 3.2.2 Tarčne in 
efektorske celice zmešamo, tako dobimo celično suspenzijo z razmerjem tarčnih in 
efektorskih celic 20:1. 
Pripravimo redčine delovnega standarda in vzorcev v gojišču s končno koncentracijo 
3 μg/mL. Prvi korak redčenja izvedemo gravimetrično. Najprej v centrifugirke 
odpipetiramo začetni volumen gojišča    in jih stehtamo. Tako dobimo maso   , ki 
predstavlja začetno maso oz. taro. Nato v centrifugirke odpipetiramo standard oz. vzorce. 
Centrifugirke ponovno stehtamo in dobimo maso   . Maso vzorca (   ) izračunamo z 
enačbo 1. 
            (Enačba 1) 
Volumen vzorca (   ) izračunamo z upoštevanjem eksperimentalno določene gostote 
vzorca ( 
  
) po enačbi 2. 
     
   
 
  
 (Enačba 2) 
Z enačbo 3 izračunamo končni volumen redčine (  ) glede na željen faktor redčenja (  ) 
in maso vzorca. Z enačbo 4 oz. enačbo 5 nato izračunamo volumen gojišča (  ), ki ga 
moramo še dodati redčini, da dobimo željen faktor redčenja. 
             (Enačba 3) 
                (Enačba 4) 
     
      
   
         
      
   
 (Enačba 5) 
Nadaljnje redčenje do koncentracije 3 μg/mL izvajamo volumetrično, po enačbi 6 in 7. 
     
       
  
 (Enačba 6) 
      č          (Enačba 7) 
Pripravljene redčine standarda in vzorcev v triplikatih nanesemo na redčitveno 
mikrotitrsko ploščico, tako da jih enakomerno porazdelimo po ploščici. Z gojiščem v 
vseh vrsticah pripravimo osem serijskih redčin, ki enakomerno padajo s faktorjem 
redčenja 1:1,8. V naslednjem koraku z multikanalno pipeto na testno mikrotitrsko 
ploščico v vse jamice nanesemo 50 μL pripravljene celične suspenzije in prenesemo 
50 μL serijskih redčin standarda in vzorcev. Začnemo z vrstico H, kjer je koncentracija 
najnižja. 
Testno ploščico nato stresamo na stresalniku, da se vsebina jamic homogenizira in jo en 
dan inkubiramo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Po končani inkubaciji testno 
ploščico vzamemo iz inkubatorja in ohladimo na sobno temperaturo. V vse jamice 
dodamo 50 μL luminescenčnega reagenta Steady Glo in ploščico stresamo na stresalniku, 
zaščiteno pred svetlobo, da se vsebina jamic homogenizira. Po stresanju ploščico do ene 
ure inkubiramo pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo, da se razvije 
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luminescenčni odziv. Biološkemu testu nato izmerimo luminescenco z luminescenčnim 
spektrofotometrom. 
Luminescenco izmerimo s čitalnikom mikrotitrskih ploščic s programsko opremo 
Magellan, kjer kreiramo metodo z nastavitvami za merjenje luminescence, tako da 
merimo samo izsevano svetlobo. Meritev luminescence predstavlja surove podatke  
(sliki 8 in 9), ki jih nato uvozimo v program za statistično obdelavo podatkov PLA, ki je 
predstavljena na sliki 10. 
 
 
Slika 8: Rezultati meritve luminescence v programu Magellan pri biološkem testu 
ADCC. Slika prikazuje meritev standarda in vzorcev s simulirano relativno biološko 





Slika 9: Rezultati meritve luminescence iz slike 8, prikazani v barvni lestvici. Rdeča 
barva predstavlja najvišji odziv, modra barva pa najnižji odziv 
 
Slika 10: Rezultati biološkega testa ADCC za vzorec s simulirano relativno biološko 
aktivnostjo 133 % pridobljen s statističnim modelom vzporednih premic v programu PLA   
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Program PLA je specifično sprogramiran za statistično obdelavo podatkov iz različnih 
bioloških testov z različnimi statističnimi metodami. Za pravilno statistično obdelavo 
podatkov mora biti najprej pravilno zasnovan že sam biološki test. Za vsako določitev 
vzorca je potrebno pripraviti neodvisno redčino vzorca. Prav tako je v primeru izvedbe 
več testnih ploščic potrebno za vsako ploščico pripraviti neodvisno redčino standarda. 
Kadar izvajamo test na več ploščicah, predvideno število določitev vzorca enakomerno 
razdelimo na čim večje število ploščic. Na primer: 2 določitvi vzorca testiramo na 2 
različnih testnih ploščicah namesto na enaki ploščici. Vsako neodvisno pripravljeno 
redčino standarda in vzorca na ploščico nanesemo v triplikatu. Tako dosežemo, da so 
različne določitve vzorca izmerjene glede na več neodvisno pripravljenih standardov in v 
zadostnem številu meritev, ki omogočajo ustrezno statistično analizo. Na takšen način 
dosežemo maksimalno neodvisnost posameznih določitev, variabilnost rezultatov pa je 
posledica naključnih napak in variabilnosti biološkega testa. 
Poleg randomizacije in neodvisnosti posameznih določitev morajo biti pri pravilni 
zasnovi biološkega testa izpolnjeni tudi naslednji pogoji: 
 vsaka določitev mora biti serijsko redčena v enakem številu različnih 
koncentracij, ki predstavljajo koncentracijsko odvisen odziv (npr. 8 koncentracij); 
 med posamezno serijsko redčino oz. koncentracijo mora biti enak faktor redčenja; 
 vsaka določitev mora imeti skozi celotno območje redčenja enako število 
ponovitev, ki je najmanj 3 (triplikati); 
 homogenost varianc: standardni odklon vseh določitev pri eni koncentraciji se ne 
sme statistično pomembno razlikovati med vzorcem in standardom. 
 
Pogosto je potrebno za dosego zgornjih pogojev vrednosti koncentracij ali odzivov 
logaritmirati. S tem se vzpostavi linearna odvisnost med koncentracijo in odzivom.  
Rezultate biološkega testa ADCC vrednotimo z uporabo statističnega modela vzporednih 
premic (ang. parallel line assay - PLA), ki temelji na analizi varianc (ANOVA). Program 
PLA na podlagi vseh meritev izračuna linearni regresijski premici standarda in vzorca z 
najboljšim prileganjem, kot je prikazano na sliki 10. Pri izračunu najboljšega prileganja 
program upošteva naslednje omejitve: 
 premici morata vedno potekati skozi enako število točk (enako koncentracijsko 
območje); 
 najmanjše število točk, skozi katere mora potekati posamezna premica je 3; 
 vsaka premica mora potekati skozi odzive pri 50 % efektivni koncentraciji (EC50). 
 
Program v okviru teh nastavitev vedno izbere kombinacijo, pri kateri se linearni premici 
najbolje prilegata meritvam glede na koeficient determinacije (r
2
) in pri kateri so ustrezni 
vsi testi ustreznosti sistema (ang. sistem suitability tests - SST). Iz izračunanih 
parametrov linearnih premic in njihovega zamika program izračuna relativno biološko 
aktivnost. Pri izračunu upošteva, da ima premica standarda določeno vrednost 1,00, kar je 
enako deklarirani vrednosti standarda, ki je 100 % biološke aktivnosti. Rezultat je 
veljaven, kadar so vsi SST kriteriji znotraj predpisanih mej. S SST kriteriji dodatno 
vrednotimo nekatere parametre premic in njihovo primerljivost. S tem statistično 
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ovrednotimo vsak biološki test in zagotovimo, da je rezultat kljub visoki variabilnosti 
biološkega testa verodostojen. SST kriterije delimo na kriterije ustreznosti testa in 
kriterije ustreznosti vzorca [25, 26]. 
 
Kriteriji ustreznosti testa: 
 Relativna biološka aktivnost kontrolnega vzorca mora biti znotraj 80–125 % 
deklarirane vrednosti kontrolnega vzorca. 
 
Kriteriji ustreznosti ploščice: 
 Razmerje signal-šum: razmerje med povprečjem najvišjega odziva in povprečjem 
najnižjega odziva standarda mora biti večje ali enako 3,0. 
 Tehnični osamelci: odstranimo lahko največ eno meritev na posamezen tiplikat in 
največ tri meritve na posamezno krivuljo standarda. 
 
Kriteriji ustreznosti vzorca: 
 Razmerje signal-šum: razmerje med povprečjem najvišjega odziva in povprečjem 
najnižjega odziva vzorca mora biti večje ali enako 3,0. 
 Tehnični osamelci: odstranimo lahko največ eno meritev na posamezen tiplikat in 
največ tri meritve na posamezno krivuljo vzorca. 
 Razmerja naklonov premic: 95 % relativni interval zaupanja razmerja naklonov 
premic standarda in vzorca mora biti 50–200 %. Vrednost razmerja naklonov 
mora biti 0,5–2,0. 
 Signifikanca regresije: F-test mora s 95 % verjetnostjo (p = 0,05) potrditi linearno 
regresijo za premici standarda in vzorca.  
 Koeficient determinacije (r2) mora biti za premico standarda in vzorca večji ali 
enak 0,98. 
 95 % relativni interval zaupanja vrednosti relativne biološke aktivnosti vzorca 





3.2.4 BIOLOŠKI TEST INHIBICIJE APOPTOZE S CELICAMI U-937 (AIA) 
 
Princip delovanja: 
Analit je monoklonsko protitelo, zaviralec TNF-α, ki se s Fab regijo veže na TNF-α in s 
tem prepreči vezavo na TNF-α receptorje, izražene na celični membrani celic U-937. V 
biološkem testu so celice U-937 stimulirane s konstantno koncentracijo TNF-α, temu pa 
je dodanih 8 različnih koncentracij zdravilne učinkovine, ki se enakomerno zmanjšujejo. 
Nižja kot je koncentracija zdravilne učinkovine pri konstantni koncentraciji TNF-α, večji 
je celični odziv, ki ga povzroči TNF-α, ki ni bila inhibirana s strani zdravilne učinkovine. 
Neinhibiran delež TNF-α se veže na membranske receptorje za TNF-α, ki so na celicah 
U-937. Vezava sproži več različnih celičnih odzivov, med katerimi je tudi indukcija 
apoptoze. Pri tem se signalna pot prenese v notranjost celice, kjer prek kaskadnih reakcij 
pride do aktivacije efektorskih kaspaz 3 in 7 in posledično celične smrti. Po 4-urni 
inkubaciji v CO2 inkubatorju, supernatantu dodamo luminescenčni reagent Caspase Glo 
3/7, iz katerega ob prisotnosti kaspaz nastane luciferin, ki ga cepi encim luciferaza. Pri 
tem nastane luminescenčni odziv, ki ga izmerimo z luminescenčnim spektrometrom 
(slika 11).  
 





Luminescenčni reagent Caspase Glo 3/7 vsebuje peptid, imenovan DEVD-D-Cys,. 
6-amino-2-cianobenzotiazol (NH2-CBT) in termostabilni encim luciferazo. Peptid 
DEVD-D-Cys je sestavljen iz petih aminokislin in v strukturi vsebuje D-cistein. Takšna 
sekvenca se selektivno veže na kaspaze 3 in 7, ki se aktivirajo pri biološkem testu. Pri 
tem se peptid razgradi, tako da se sprosti D-cistein, ki nato reagira z NH2-CBT in pri tem 
nastane aminoluciferin. Encim luciferaza razgradi luciferin in pri reakciji se kot stranski 
produkt sprosti svetloba, kot prikazuje slika 12. S pomočjo luminescenčnega reagenta 
tako izmerimo delež mrtvih celic. Torej, višja kot je koncentracija oz. biološka aktivnost 
vzorca oz. zdravilne učinkovine, manj TNF-α se veže na celične receptorje, zato je 
inhibicija apoptoze večja. Pri tem kaspaze razgradijo manj peptida v luminescenčnem 
reagentu, kar povzroči manjši izmerjen luminescenčni odziv. 
 






Biološki test izvajamo na beli mikrotitrski ploščici s 96 jamicami, celotno delo pa poteka 
aseptično v mikrobiološki komori. Biološki test je relativna analizna metoda, kar pomeni, 
da vzorce analiziramo glede na standard. Vsaka analiza je lahko sestavljena iz več testov 
oz. več mikrotitrskih ploščic. Za vsako ploščico je potrebno pripraviti individualno 
redčino standarda in vzorcev. Na vsaki ploščici je v triplikatu nanesen standard in do dva 
vzorca ter ena slepa kontrola, ena negativna in ena pozitivna kontrola. Vsak standard in 
vzorec je na mikrotitrski ploščici po serijskem redčenju v 8 različnih koncentracijah, ki 
enakomerno padajo, kar na koncu predstavlja koncentracijsko odvisen odziv. 
Najprej pripravimo celice, ki so bile nacepljene en dan pred biološkim testom. Celice 
odcentrifugiramo in jih resuspendiramo v svežem gojišču, tako da dobimo gostoto celic, 
primerno za štetje. Določimo gostoto in odstotek živih celic, kot je opisano v poglavju 
3.2.2. Na testno mikrotitrsko ploščico v vsako jamico nanesemo 50 μL celične suspenzije 
in ploščico inkubiramo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 do nadaljnje uporabe. 
Pripravimo redčine delovnega standarda in vzorcev v gojišču s končno koncentracijo 
20 μg/mL. Prvi korak redčenja izvedemo gravimetrično, kot je opisano v poglavju 3.2.3. 
Pripravljene redčine standarda in vzorcev v triplikatih nanesemo na redčitveno 
mikrotitrsko ploščico, tako da jih enakomerno porazdelimo po ploščici.  
Z gojiščem v vrsticah 2–10 pripravimo osem serijskih redčin, ki enakomerno padajo s 
faktorjem redčenja 1:2,5. V naslednjem koraku testne mikrotitrske ploščice s celicami 
vzamemo iz CO2 inkubatorja in z multikanalno pipeto na njih prenesemo 25 μL serijskih 
redčin standarda, vzorcev in kontrol. Začnemo z vrstico H, kjer je koncentracija najnižja. 
Nato v jamice A2–H10 in v vrstico 12 nanesemo 25 μL mešanice TNF-α s koncentracijo 
100 ng/mL in cikloheksimida s koncentracijo 200 ng/mL. Vrstica 12 predstavlja 
pozitivno kontrolo, kjer je odziv biološkega testa zaradi odsotnosti vzorca ali standarda 
najvišji. V vrstico 11 nanesemo 25 μL cikloheksimida s koncentracijo 200 ng/mL. 
Vrstica 11 predstavlja negativno kontrolo, kjer je odziv zaradi odsotnosti TNF-α najnižji. 
V vrstico 1 nanesemo 25 μL gojišča. Vrstica 1 predstavlja slepo kontrolo, kjer so prisotne 
samo celice in izmeri ozadje luminescenčnega odziva celic in luminescenčnega reagenta.  
Testno ploščico nato stresamo na stresalniku, da se vsebina jamic homogenizira in jo 
inkubiramo 4 h v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Po končani inkubaciji v vse 
jamice dodamo 100 μL luminescenčnega reagenta Caspase Glo 3/7 in ploščico stresamo 
na stresalniku, zaščiteno pred svetlobo, da se vsebina jamic homogenizira. Po stresanju 
ploščico inkubiramo še eno uro pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo, da se 
razvije luminescenčni odziv. Biološkemu testu nato izmerimo luminescenco z 
luminescenčnim spektrofotometrom. 
Luminescenco izmerimo s čitalnikom mikrotitrskih ploščic s programsko opremo 
Magellan, kjer kreiramo metodo z nastavitvami za merjenje luminescence, tako da 
merimo samo izsevano svetlobo. Meritve luminescence predstavljajo surove podatke 
(sliki 13 in 14), ki jih nato uvozimo v program za statistično obdelavo podatkov PLA, ki 




Slika 13: Rezultati meritve luminescence v programu Magellan pri biološkem testu AIA. 
Slika prikazuje meritev standarda in vzorcev s simulirano relativno biološko aktivnostjo 
100 % in 75 % 
 
Slika 14: Rezultati meritve luminescence iz slike 13, prikazani v barvni lestvici. Rdeča 




Slika 15: Rezultati biološkega testa AIA za vzorec s simulirano relativno biološko 
aktivnostjo 75 % pridobljen s statističnim modelom 4PL v programu PLA 
 
Programska oprema PLA je specifično sprogramirana za statistično obdelavo podatkov iz 
različnih bioloških testov z različnimi statističnimi metodami. Pri biološkem testu 
inhibicije apoptoze za izračun relativne biološke aktivnosti uporabljamo 4-parametrični 
logistični model (4PL), ki se uporablja pri sigmoidni obliki koncentracijsko odvisnega 
odziva oz. kadar gre med analitom in odzivom za nelinearno regresijo. V analizi je 
standard in vsak vzorec na ploščico nanesen v triplikatu v 8 različnih koncentracijah, ki 
enakomerno padajo. Tako so standard in vsi vzorci pri vsaki od osmih koncentracij 
izmerjeni 3-krat. Program primerja meritve vsakega vzorca s standardom posebej, tako da 
izračuna najustreznejši krivulji skozi vse točke standarda in vse točke vzorca. Krivulja 
ima sigmoidno obliko in se prilega 4-parametričnemu logističnemu statističnemu modelu, 
kot je prikazano na sliki 15. Enačbo krivulje opisuje enačba 8. Standard oz. krivulja, ki ga 
opisuje, ima deklarirano biološko aktivnost, ki je 100 %. Program izračuna relativno 
biološko aktivnost vzorca glede na standard, ki jo predstavlja zamik med krivuljama.  
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Iz enačbe krivulje dobimo srednji efektivni vrednosti standarda in vzorca, iz katerih nato 
izračunamo relativno biološko aktivnost vzorca. 
    
   
          
 (Enačba 8) 
Program izračuna tudi druge parametre, ki opisujejo primerljivost obeh krivulj in jih 
obravnavamo kot kriterije ustreznosti sistema. Rezultat je veljaven, v kolikor so vsi 
izračunani kriteriji ustreznosti sistema znotraj predpisanih mej. 
 
Kriteriji ustreznosti testa: 
 Relativna biološka aktivnost kontrolnega vzorca mora biti znotraj 80–125 % 
deklarirane vrednosti kontrolnega vzorca. 
 Razmerje signal-šum: razmerje med povprečjem najvišjega odziva in povprečjem 
najnižjega odziva standarda mora biti večje ali enako 2,0. 
 Tehnični osamelci: odstranimo lahko največ eno meritev na posamezen triplikat 
in največ tri meritve na krivuljo standarda. Odstranimo lahko dve meritvi na 
posamično kontrolo. 
 Specifično dinamično območje standarda  mora biti večje ali enako 50 %. 
 
    
  na  čn   b  č     an a  a
  na  čn   b  č       a
     
            
   
 (Enačba 9) 
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Kriteriji ustreznosti vzorca: 
 Tehnični osamelci: odstranimo lahko največ eno meritev na posamezen triplikat 
in največ tri meritve na posamezno krivuljo standarda ali vzorca. 
 Razmerje spodnjih asimptot (parameter A): 95 % relativni interval zaupanja 
razmerja spodnjih asimptot standarda in vzorca mora biti 80–125 %. Vrednost 
razmerja spodnjih asimptot mora biti 0,8–1,25. 
 Razmerje zgornjih asimptot (parameter D): 95 % relativni interval zaupanja 
razmerja zgornjih asimptot standarda in vzorca mora biti 60–170 %. Vrednost 
razmerja spodnjih asimptot mora biti 0,6–1,7. 
 Razmerje naklonov (parameter B): 95 % relativni interval zaupanja razmerja 
naklonov standarda in vzorca mora biti 50–200 %. Vrednost razmerja naklonov 
mora biti 0,5–2,0. 
 Signifikanca regresije: F-test mora s 95 % verjetnostjo (p = 0,05) potrditi regresijo 
za krivulji standarda in vzorca. 
 Test ne-linearnosti: vsota kvadriranih ostankov oz. odmikov od regresijske 4PL 




 95 % relativni interval zaupanja vrednosti relativne biološke aktivnosti vzorca 
mora biti 70–143 %.  
     f čn  
  na  čn  
 b  č   
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3.2.5 VALIDACIJA BIOLOŠKIH TESTOV ADCC IN AIA 
Točnost 
Točnost smo določali po principu uporabe vzorca z znano vsebnostjo in čistostjo. 
Določali smo jo z uporabo delovnega standarda. Za vrednotenje točnosti smo naredili po 
4 določitve pri 5 različnih koncentracijah delovnega standarda. Različne koncentracije 
smo pripravili z redčenjem, in sicer tako, da smo dobili 50 %, 75 %, 100 %, 133 % in 
200 % končne koncentracije delovnega standarda glede na nominalno koncentracijo, kot 
prikazuje preglednica 6. To simulira vzorce s 5 različnimi relativnimi biološkimi 
aktivnostmi. 
Pri obeh analiznih metodah smo točnost določali po enakem principu. 
 
Preglednica 6: Končne koncentracije vzorcev delovnega standarda in simulirane relativne 






























75 % 2,25 15,0 
100 % 3 20,0 
133 % 3,99 26,6 
200 % 6 40,0 
 
Za vrednotenje točnosti posamezne metode smo na podlagi analiz izračunali naslednje 
parametre: 
 geometrično povprečje relativnih bioloških aktivnosti 4 določitev pri posamezni 
koncentraciji, ki mora biti znotraj intervala 80–125 % pričakovane vrednosti; 
 geometrični relativni standardni odklon (GRSD), ki ne sme presegati 30 %; 
 absolutni in relativni 95 % interval zaupanja, ki mora biti znotraj 64–156 % 
pričakovane vrednosti; 
 točnost oz. izkoristek, ki je definiran kot odstotek povprečne vrednosti proti pravi 





Linearnost smo določali po principu linearnosti analizne metode in jo vrednotili z metodo 
linearne regresije. Grafično smo predstavili povprečne vrednosti dobljenih relativnih 
bioloških aktivnosti v odvisnosti od pričakovanih vrednosti. S pomočjo linearne regresije 
smo izračunali naslednje parametre, s katerimi smo vrednotili linearnost: 
 naklon regresijske premice (a), ki mora biti 0,8–1,2; 
 odsek na y osi (b); 
 Parsonov korelacijski koeficient (r), ki mora biti večji ali enak 0,90; 
 koeficient determinacije (r2); 
 vsoto kvadriranih ostankov. 
 
Poleg tega smo grafično predstavili tudi ostanke oz. odmike posameznih točk od premice 
linearne regresije.  
 
Linearnost smo pri obeh analiznih metodah vrednotili enako in za to uporabili enake  
podatke posamezne metode kot za vrednotenje točnosti. 
 
Delovno območje 
Delovno območje obeh analiznih metod smo vrednotili na podlagi vrednotenih rezultatov 
točnosti in linearnosti posamezne metode. 
 
Natančnost 
Ponovljivost in vmesno natančnost smo analizirali z uporabo vzorcev zdravilne 
učinkovine (DS vzorci) ene serije. Za vrednotenje ponovljivosti smo naredili 6 določitev 
z DS vzorcem s pričakovano biološko aktivnostjo 80–125 %. Vseh 6 določitev je bilo 
analiziranih v eni analizi, torej v enem dnevu s strani enega analitika in uporabo enakih 
reagentov in opreme. 
Za vrednotenje ponovljivosti smo na podlagi analize izračunali naslednje parametre: 
 geometrično povprečje relativnih bioloških aktivnosti 6 določitev; 
 GRSD, ki ne sme presegati 20 %; 
 absolutni in relativni 95 % interval zaupanja. 
 
Za vrednotenje vmesne natančnosti smo naredili 16 določitev v 8 neodvisnih analizah, ki 
so vključevale 4 spremenljivke. Analize so bile izvedene v različnih dneh, s strani 2 
različnih analitikov in z uporabo 2 različnih serij reagentov ter izmerjene na različnih 
čitalnikih mikrotitrskih ploščic. 
 
Za vrednotenje vmesne natančnosti smo na podlagi analiz izračunali naslednje parametre: 
 geometrično povprečje relativnih bioloških aktivnosti 16 določitev; 
 GRSD, ki ne sme presegati 30 %; 
 absolutni in relativni 95 % interval zaupanja. 
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Ponovljivost in vmesno natančnost smo pri obeh analiznih metodah vrednotili po enakem 
principu. Uporabili smo le druge reagente, ki so specifični glede na princip delovanja 
posamezne analizne metode. 
 
Parametra reproducibilnosti nismo določali. 
 
Specifičnost 
Za namen vrednotenja specifičnosti smo pripravili vzorec iz pomožnih snovi, ki 
sestavljajo matriks zdravilne učinkovine (DS matriks) in delovnega standarda v razmerju 
4:1. Sestava matriksa je opisana v preglednici 7. Koncentracija in biološka aktivnost 
delovnega standarda sta znani in sicer 9,88 mg/mL in 100 %. Pričakovan rezultat za 
relativno biološko aktivnost tako pripravljenega vzorca je 100 %. Za določitev 
specifičnosti smo naredili 4 določitve v 4 neodvisnih analizah. 
 
Preglednica 7: Sestava matriksa zdravilne učinkovine 
Vzorec Sestava 
DS matrix 
3,36 mg/mL adipinske kisline 
0,23 mg/mL citronske kisline 
1 mg/mL polisorbata 80 
6,16 mg/mL natrijevega klorida 
12 mg/mL manitola 
pH = 5,2 
 
Za vrednotenje specifičnosti smo na podlagi analiz izračunali naslednje parametre: 
 geometrično povprečje relativnih bioloških aktivnosti 4 določitev, ki mora biti znotraj 
intervala 80–125 % pričakovane vrednosti; 
 GRSD, ki ne sme presegati 30 %; 







Pri analizni metodi ADCC smo v okviru robustnosti testirali 4 kritične parametre po 
principu spremembe enega parametra naenkrat. Analizirali smo 10 različnih kombinacij 
parametrov, kot prikazuje preglednica 8. Vsako kombinacijo parametrov smo analizirali v 
3 določitvah: 
 Čas stimulacije celic med inkubacijo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
Testirali smo najkrajšo 16-urno in najdaljšo 24-urno inkubacijo. 
 Različne čase inkubacije biološkega testa z luminescenčnim reagentom. Po dodatku 
luminescenčnega reagenta ter 5 in 10 min stresanju mikrotitrskih ploščic na 
stresalniku še 5 in 60 min čas razvijanja odziva oz. skupno 10 min in 70 min 
inkubacijo z luminescenčnim reagentom. 
 Vse možne kombinacije z 20 % višjimi in 20 % nižjimi koncentracijami tarčnih celic 
HEK in efektorskih celic Jurkat glede na predpisane koncentracije oz. razmerje med 
celicami v testu. 
 Poleg tega smo analizirali DS vzorce en teden po odprtju in tako v okviru robustnosti 
testirali njihovo stabilnost. Za primerjavo smo vzeli rezultate DS vzorcev, 
analiziranih v okviru parametra ponovljivost, ki so bili uporabljeni takoj po 
odtaljevanju. 
 
Preglednica 8: Eksperimentalni načrt parametrov za vrednotenje robustnosti pri 


















Standard 16 20 16 ∙ 104 32 ∙ 105 3 
Standard 24 20 16 ∙ 104 32 ∙ 105 3 
Standard 18:15 10 16 ∙ 104 32 ∙ 105 3 
Standard 18:15 70 16 ∙ 104 32 ∙ 105 3 
Standard 20 20 +20 % +20 % 3 
Standard 20 20 –20 % –20 % 3 
Standard 20 20 +20 % –20 % 3 
Standard 20 20 –20 % +20 % 3 
DS (0 dni) 24 20 16 ∙ 104 32 ∙ 105 3 





Pri analizni metodi AIA smo v okviru robustnosti testirali 3 parametre po principu 
spremembe več parametrov naenkrat. Analizirali smo 7 različnih kombinacij parametrov, 
kot prikazuje preglednica 9. Vsako kombinacijo parametrov smo analizirali v 2 ali 4 
določitvah: 
 Čas stimulacije celic U-937 med inkubacijo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
Poleg 4-urne inkubacije smo testirali 3-urno in 2-urno inkubacijo. 
 Različne čase inkubacije biološkega testa z luminescenčnim reagentom. Po dodatku 
luminescenčnega reagenta in 10 minutnem stresanju mikrotitrskih ploščic na 
stresalniku smo testirali 40 min, 50 min in 80 min čas razvijanja odziva oz. skupno 
50 min, 60 min in 90 min inkubacijo z luminescenčnim reagentom. 
 Poleg tega smo analizirali DS vzorce en teden po odprtju in tako v okviru robustnosti 
testirali njihovo stabilnost. Za primerjavo smo vzeli rezultate DS vzorcev, 
analiziranih v okviru parametra ponovljivost, ki so bili uporabljeni takoj po 
odtaljevanju. 
 
Preglednica 9: Eksperimentalni načrt parametrov za vrednotenje robustnosti pri 
biološkem testu AIA 
Vzorec 







100 % standard 2 50 2 
100 % standard 2 90 2 
50 % standard 3 60 2 
200 % standard 3 60 2 
100 % standard 4 50 2 
100 % standard 4 90 2 
DS (0 dni) 4 60 4 
DS (7 dni) 3 60 4 
 
Za vrednotenje robustnosti smo pri posamezni metodi za vsak parameter robustnosti iz 
dobljenih rezultatov izračunali naslednje parametre: 
 geometrično povprečje relativnih bioloških aktivnosti 2 oz. 3 določitev, ki mora biti 
znotraj intervala 80–125 % pričakovane vrednosti; 
 GRSD, ki ne sme presegati 30 %; 






4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 REZULTATI VALIDACIJE BIOLOŠKEGA TESTA ADCC 
4.1.1 TOČNOST, LINEARNOST IN DELOVNO OBMOČJE 
Za vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja smo analizirali delovni 
standard v 4 določitvah pri 5 različnih simuliranih bioloških aktivnostih, kot prikazuje 
preglednica 6. Vsaka od 4 določitev je bila izvedena v najmanj 3 neodvisnih analizah. 
V preglednici 10 so zbrani rezultati izmerjenih relativnih bioloških aktivnosti za 
vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja. 
 
Preglednica 10: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje točnosti, 



























































































































































Preglednica 11 prikazuje rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih parametrov za 
vrednotenje točnosti in delovnega območja. V preglednici 12 so zbrani rezultati in 
kriteriji sprejemljivosti analize linearne regresije, sliki 16 in 17 pa prikazujeta graf 
linearne regresije in graf ostankov. 
 
Preglednica 11: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje točnosti 
















































































































































































































52 50 40–62,5 4 
≤ 30 
49 –55 32–78 104 DA 
75 75 60–93,75 2 72–77 48–117 100 DA 
99 100 80–125 4 93–106 64–156 99 DA 
134 133 106,4–166,25 1 131–138 85–207 101 DA 
202 200 160–250 2 195–210 128–312 101 DA 
 
 
Preglednica 12: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti linearne regresije pri vrednotenju 
linearnosti analizne metode ADCC 








Naklon regresijske premice (a) 0,9839 0,8–1,2 DA 
Standardni odklon naklona 
premice (sa) 
0,0178 n.a. n.a. 
95 % interval zaupanja 
vrednosti naklona 
0,9273–1,0405 n.a. n.a. 
Odsek na y osi (b) 0,0835 0 DA 
Standardni odklon odseka na y 
osi (sb) 
0.0823 n.a. n.a. 
95 % interval zaupanja 
vrednosti odseka na y osi 
–0,1785–0,3455 n.a. n.a. 
Parsonov korelacijski 
koeficient (r) 
0,9995 ≥ 0,90 DA 
Koeficient determinacije (r
2
) 0,9990 n.a. n.a. 
Vsota kvadriranih ostankov 0,0011 n.a. n.a. 
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Slika 16: Graf linearne regresije za analizno metodo ADCC 
 
Slika 17: Graf ostankov pri linearni regresiji analizne metode ADCC 
  
y = 0,9839x + 0,0835 


































































Za vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja smo analizirali delovni 
standard, ki predstavlja analit z znano vsebnostjo in čistostjo. Delovni standard smo 
analizirali pri 5 različnih koncentracijah, ki predstavljajo vzorce z različnimi biološkimi 
aktivnostmi, in sicer vzorce s 50 %, 75 %, 100 %, 133 % in 200 % biološko aktivnostjo. 
Tako smo pri vsaki določitvi za standard in vzorec uporabili isti analit, s čemer najbolj 
neposredno ovrednotimo točnost rezultatov analizne metode.  
Geometrična povprečja relativnih bioloških aktivnosti 4 določitev pri posameznih 
koncentracijah so znotraj 80–125 % pričakovanih vrednosti. Vrednosti GRSD so  
1–4 % in ne presegajo predpisane meje 30 %. Vsi 95 % intervali zaupanja ležijo znotraj 
predpisanega intervala 64–156 % pričakovanih vrednosti. Točnost analizne metode je 
definirana kot razmerje med geometričnim povprečjem relativne biološke aktivnosti in 
pričakovano vrednostjo. Za posamične koncentracije znaša 99–104 %. 
Linearnost smo vrednotili s pomočjo linearne regresije. Kot neodvisno spremenljivko 
obravnavamo pričakovano vrednost relativne biološke aktivnosti, kot odvisno 
spremenljivko pa geometrično povprečje izmerjene relativne biološke aktivnosti. Za 
vzpostavitev linearnega razmerja med podatki smo le-te logaritmirali (ln). Statistični 
parametri linearne regresije potrjujejo linearnost analizne metode oz., da metoda daje 
točne rezultate na celotnem analiziranem območju. Naklon regresijske premice je 0,9839 
in je skupaj s 95 % intervalom zaupanja znotraj predpisanega območja 0,8–1,0. Odsek na 
y osi je 0,0835 in se statistično pomembno ne razlikuje od 0, saj 95 % interval zaupanja 
vsebuje vrednost 0. Korelacijski koeficient regresijske premice je 0,9990 in izpolnjuje 
kriterij sprejemljivosti, ki je ≥ 0,90. Na grafu ostankov oz. grafu odmikov posameznih 
točk od premice linearne regresije so točke enakomerno porazdeljene okoli vrednosti 0, 
kar dodatno potrjuje linearno regresijo. 
Točnost in linearnost smo dokazali v območju 50–200 %, zato je to tudi delovno območje 
metode. S tem je izpolnjen tudi kriterij sprejemljivosti za delovno območje, ki mora biti 
80–125 % in pokrivati najmanj specifikacijske meje za sproščanje. Analizna metoda je v 
območju 50–200 % relativne biološke aktivnosti vzorcev linearna in daje točne rezultate, 
zato zaključujemo, da je validirano območje analizne metode 50–200 %. 
 
4.1.2 NATANČNOST 
Za ugotovitev natančnosti analizne metode ADCC smo vrednotili ponovljivost in vmesno 
natančnost. Za vrednotenje ponovljivosti smo analizirali DS vzorce v 6 določitvah, ki so 
bile izvedene znotraj 1 analize. Za vrednotenje vmesne natančnosti smo vzorec analizirali 
v 16 določitvah, ki so bile izvedene v 8 neodvisnih analizah in so vključevale 4 
spremenljivke. Analize so bile izvedene v 5 različnih dneh, s strani 2 različnih analitikov, 
z uporabo 2 različnih serij luminescenčnega reagenta in izmerjene na 2 različnih 
čitalnikih mikrotitrskih ploščic. Vsaka spremenljivka je bila analizirana v 2 določitvah. 
Preglednici 13 in 14 prikazujeta rezultate izmerjenih relativnih bioloških aktivnosti za 
vrednotenje ponovljivosti in vmesne natančnosti. V preglednici 15 so zbrani rezultati 
parametrov posamičnih spremenljivk vrednotenja vmesne natančnosti, v preglednici 16 




Preglednica 13: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje ponovljivosti pri 






































































































































































Preglednica 14: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje vmesne 






























































































































































Dan 1 A Lot 1 L1 102,54 
Dan 1 B Lot 1 L2 98,72 
Dan 1 B Lot 1 L2 98,42 
Dan 2 A Lot 2 L1 96,70 
Dan 2 A Lot 2 L1 95,43 
Dan 2 B Lot 2 L2 102,03 
Dan 2 B Lot 2 L2 99,30 
Dan 3 A Lot 1 L1 101,54 
Dan 3 A Lot 1 L1 99,59 
Dan 3 B Lot 2 L2 99,34 
Dan 3 B Lot 2 L2 97,53 
Dan 4 A Lot 2 L1 97,90 
Dan 4 A Lot 2 L1 94,41 
Dan 5 B Lot 1 L2 99,63 
Dan 5 B Lot 1 L2 98,49 
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Preglednica 15: Parametri posameznih spremenljivk vrednotenja vmesne natančnosti pri 































































































Dan 1 101 3 
97–105 
(96–104) 
Dan 2 98 3 
94–103 
(95–105) 
Dan 3 99 2 
97–102 
(97–103) 
Dan 4 96 3 
76–121 
(79–126) 




A 100 3 
97–102 
(98–102) 





Lot 1 100 3 
97–102 
(98–102) 






L1 100 1 
99–101 
(99–101) 





Preglednica 16: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje 







Ponovljivost 1 ≤ 20 DA 





Za proučevanje ponovljivosti smo vrednotili variabilnost določitev istega vzorca znotraj 
ene analize, ki je obsegala 2 mikrotitrski ploščici. Pri tem je edina spremenljivka 
neodvisna priprava posameznega vzorca in standarda. Ponovljivost definira parameter 
GRSD, ki je za 6 določitev enak 1 % in ne presega predpisane meje 20 %. Tudi 95 % 
relativni interval zaupanja je ozek (99–101 %) in dodatno potrjuje dobro ponovljivost 
rezultatov. S potrjeno ponovljivostjo so izpolnjeni tudi vsi kriteriji za parameter 
delovnega območja. 
V okviru analiz vmesne natančnosti smo simulirali variabilnost rezultatov znotraj 
laboratorija na daljše časovno obdobje. Rezultati 16 določitev, ki smo jih pridobili v 5 
različnih dneh, s strani 2 analitikov in z uporabo 2 različnih reagentov in opreme, imajo 
GRSD 3 %, kar ne presega predpisane meje 30 %. 95 % relativni interval zaupanja je 
ozek (99–101 %) in dodatno potrjuje dobro ponovljivost rezultatov. Poleg tega smo 
rezultate vmesne natančnosti izračunali tudi za vsak posamezen parameter. Rezultati 
GRSD za posamezen parameter so 1–3, kar ustreza kriteriju sprejemljivosti, ki je ≤ 30. 
Kljub temu, da je kriterij sprejemljivosti za GRSD pri vmesni natančnosti zaradi večjega 
števila spremenljivk višji, sta vrednosti za GRSD pri ponovljivosti in vmesni natančnosti 
primerljivi. Dobljeni rezultati dokazujejo, da je analizna metoda ponovljiva in natančna 
ter da bo v prihodnosti ob spontanih spremembah (novi analitiki, novi reagenti in 
oprema) dajala zanesljive rezultate. Poleg tega je potrebno vse kritične reagente, ki jih 
uporabljamo pri posameznem biološkem testu, pred začetkom uporabe preizkusiti oz. 
kvalificirati, novo opremo pa kvalificirati in kalibrirati. 
 
4.1.3 SPECIFIČNOST 
Za potrditev specifičnosti smo analizirali vzorec s simulirano sestavo, ki vsebuje matriks 
zdravilne učinkovine in delovni standard z relativno biološko aktivnostjo 100 % v 
razmerju 4:1. Sestava matriksa je opisana v preglednici 7. Vzorec smo analizirali v 4 
določitvah, ki so bile izvedene v 4 neodvisnih analizah. Preglednici 17 in 18 prikazujeta 
rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih parametrov za vrednotenje specifičnosti. 
 
Preglednica 17: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje specifičnosti pri 


























































































































Preglednica 18: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje 









































































































































































































101 100 80–125 2 ≤ 30 98–105 64–156 DA 
 
Pri specifičnosti smo vrednotili zmožnost analizne metode, da točno in natančno izmeri 
analit pri višjih koncentracijah pomožnih snovi, ki se nahajajo v matriksu zdravilne 
učinkovine. Vrednotili smo vpliv višjih koncentracij teh snovi na princip delovanja 
biološkega testa, kot je vezava protitelesa na transmembransko TNF-α in Fc receptor, 
vezava luciferina na encim luciferazo, morebitna toksičnost za celice in podobno. 
Geometrično povprečje relativne biološke aktivnosti 4 določitev je 101 % in je znotraj  
80–125 % pričakovane vrednosti. Vrednost GRSD je 2 % in ne presega predpisane meje 
30 %. 95 % absolutni interval zaupanja je 98–105 % in leži znotraj predpisanega intervala 
64–156 % pričakovane vrednosti. Dobljeni rezultati dokazujejo, da je analizna metoda oz. 
princip delovanja biološkega testa ADCC visoko specifičen, saj tudi povišana 
koncentracija pomožnih snovi ne vpliva na točnost in natančnost rezultata.  
Za validacijske teste specifičnosti so značilne analize vzorcev z dodanimi znanimi 
nečistotami ali analize vzorcev stresne stabilnostne študije, kjer se pričakuje, da je 
analizna metoda sposobna ločiti med analitom in nečistotami. Rezultat vzorca z dodanimi 
nečistotami se zato ne sme razlikovati od rezultata za vzorec brez dodanih nečistot. 
Biološki test ni primerna analizna metoda za analizo posameznih nečistot, kljub temu pa 
zazna znižano koncentracijo aktivnega proteina v vzorcih, ki vsebujejo nečistote, ki so 
posledica razpadnih produktov (npr. zaradi stresnih pogojev). Sposobnost analizne 
metode za določanje znižane biološke aktivnosti, ki je posledica razpadnih produktov se 
vrednoti z validacijskimi testi za sposobnost vrednotenja stabilnostnih lastnosti (ang. 
stability indicating properties of analytical method). Posamezne nečistote pa se analizira z 
drugimi analiznimi tehnikami, kot sta kromatografija in elektroforeza. Sposobnosti 





Za vrednotenje robustnosti smo analizirali vzorce delovnega standarda in vzorce 
zdravilne učinkovine. Testirali smo vpliv 4 različnih parametrov: 
 čas stimulacije celic med inkubacijo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2; 
 različne čase inkubacije biološkega testa z luminescenčnim reagentom; 
 vse možne kombinacije z 20 % višjimi in 20 % nižjimi koncentracijami tarčnih in 
efektorskih celic; 
 stabilnost vzorcev zdravilne učinkovine en teden po odprtju. 
 
Vpliv 4 parametrov smo analizirali v 10 različnih kombinacijah v okviru 10 neodvisnih 
analiz, kot prikazuje preglednica 8. Vsako kombinacijo parametrov smo analizirali v 3 
določitvah. 
Preglednici 19 in 20 prikazujeta rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih 





Preglednica 19: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje robustnosti pri 
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16 107 100 80–125 3 ≤ 30 100–114 64–156 DA 
24 101 100 80–125 4 ≤ 30 91–111 64–156 DA 
Čas inkubacije z 
luminescenčnim 
reagentom 
10 99 100 80–125 5 ≤ 30 89–111 64–156 DA 




+20 % HEK 
+20 % Jurkat 
99 100 80–125 1 ≤ 30 96–102 64–156 DA 
–20 % HEK 
–20 % Jurkat 
102 100 80–125 1 ≤ 30 98–106 64–156 DA 
+20 % HEK 
–20 % Jurkat 
100 100 80–125 2 ≤ 30 96–105 64–156 DA 
–20 % HEK 
+20 % Jurkat 
100 100 80–125 3 ≤ 30 93–107 64–156 DA 
Stabilnost DS 
vzorcev 
Dan 0 102 n.a. n.a. 1 ≤ 30 100–105 n.a. DA 
Dan 7 101 n.a. n.a. 1 ≤ 30 99–104 n.a. DA 
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V okviru proučevanja robustnosti smo vrednotili zmožnost metode, da kljub 
spremembam parametrov daje točne in natančne rezultate. Vsi rezultati geometričnega 
povprečja, GRSD in 95 % absolutnega intervala zaupanja 3 določitev posamezne 
kombinacije parametrov ustrezajo kriterijem sprejemljivosti. 
Pri času stimulacije celic v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 smo vrednotili vpliv na 
rezultat po 16 h in 24 h, kar je 8 h oz. 33 % razlika v času inkubacije biološkega testa. 
Vpliva temperature in koncentracije CO2 na rezultate biološkega testa nismo vrednotili, 
saj za inkubacijo bioloških testov uporabljamo kvalificiran in kalibriran CO2 inkubator, 
kjer pogoji zanemarljivo odstopajo od nastavljenih 37 °C in 5 % CO2. Rezultati 
potrjujejo, da je čas inkubacije biološkega testa v območju 16–24 h primerljiv in ustrezen, 
kar v praksi pomeni, da lahko biološki test po prekonočni inkubaciji izmerimo še tekom 
celotnega delovnega časa naslednji dan. 
Pri času inkubacije z luminescenčnim reagentom smo vrednotili vpliv na rezultat po 
različnem času stresanja in razvijanja odziva. Luminescenčni reagent v približno 5 min 
lizira celice, pri čemer se iz efektorskih celic sprosti celotna količina encima luciferaza, ki 
nato reagira z luciferinom in generira luminescenčni odziv. Razpolovni čas 
luminescenčnega odziva je približno 5 h. Rezultati potrjujejo, da pri 5–10 min stresanju 
in 5–60 min razvijanju odziva oz. skupno 10–70 min inkubaciji z luminescenčnim 
reagentom dobimo ustrezne in primerljive rezultate. V praksi to pomeni, da lahko v 
primeru, ko biološki test izvajamo na več mikrotitrskih ploščicah, vse ploščice začnemo 
razvijati naenkrat in jih nato zaporedoma merimo z nekaj minutnimi zakasnitvami na 
istem spektrofotometru. 
Z uporabo različnih koncentracij tarčnih in efektorskih celic smo vrednotili vpliv 
odstopanj od predpisane koncentracije posameznih celic in razmerja med njimi, do 
katerih lahko pride med pripravo celičnih kultur za biološki test. Do zvišanja ali znižanja 
koncentracije posameznih celih lahko pride med variabilnim postopkom štetja celic na 
hemocitometru. Do izgube celic in posledično znižanja koncentracije lahko pride pri 
nadaljnji pripravi celic v koraku centrifugiranja. Zaradi vseh možnih naključnih napak 
smo simulirali vse 4 možne kombinacije z 20 % odstopanjem od predpisane 
koncentracije celic, kot prikazuje preglednica 8. Rezultati dokazujejo, da odstopanja 
koncentracij celic do te mere ne vplivajo na rezultate, saj so le-te primerljivi. 
V okviru robustnosti smo testirali tudi stabilnost DS vzorca po odprtju. Rezultati analize 
DS vzorca 7 dni po odprtju in shranjevanju pri 5 °C potrjujejo stabilnost DS vzorca v tem 
časovnem obdobju in pogojih shranjevanja. To v praksi pomeni, da lahko isto enoto 





4.2 REZULTATI VALIDACIJE BIOLOŠKEGA TESTA AIA 
4.2.1 TOČNOST, LINEARNOST IN DELOVNO OBMOČJE 
Za vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja smo analizirali delovni 
standard v 4 določitvah pri 5 različnih simuliranih bioloških aktivnostih kot prikazuje 
preglednica 6. Vsaka od 4 določitev je bila izvedena v 2 neodvisnih analizah. 
V preglednici 21 so zbrani rezultati izmerjenih relativnih bioloških aktivnosti analiz za 
vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja. 
 
Preglednica 21: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje točnosti, 
























































































































































Preglednica 22 prikazuje rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih parametrov za 
vrednotenje točnosti in delovnega območja. V preglednici 23 so zbrani rezultati in 
kriteriji sprejemljivosti analize linearne regresije, sliki 18 in 19 pa prikazujeta graf 
linearne regresije in graf ostankov.  
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Preglednica 22: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje točnosti 



















































































































































































































46 50 40–62,5 5 
≤ 30 
43–50 32–78 92 DA 
65 75 60–93,75 8 58–74 48–117 87 DA 
99 100 80–125 8 87–112 64–156 99 DA 
128 133 106,4–166,25 8 113–145 85–207 96 DA 
215 200 160–250 4 202–229 128–312 108 DA 
 
 
Preglednica 23: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti linearne regresije pri vrednotenju 
linearnosti analizne metode AIA 








Naklon regresijske premice (a) 1,1230 0,8–1,2 DA 
Standardni odklon naklona 
premice (sa) 
0,0519 n.a. n.a. 
95 % interval zaupanja 
vrednosti naklona 
0,9577–1,2878 n.a. n.a. 
Odsek na y osi (b) –0,6056 0 DA 
Standardni odklon odseka na y 
osi (sb) 
0,2401 n.a. n.a. 
95 % interval zaupanja 
vrednosti odseka na y osi 
–1,3700–0,1590 n.a. n.a. 
Parsonov korelacijski 
koeficient (r) 
0,9968 ≥ 0,90 DA 
Koeficient determinacije (r
2
) 0,9936 n.a. n.a. 
Vsota kvadriranih ostankov 0,0091 n.a. n.a. 
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Slika 18: Graf linearne regresije za analizno metodo AIA 
 











ln (pričakovana vrednost) 
Graf ostankov 
y = 1.1230x - 0.6056 















































Za vrednotenje točnosti, linearnosti in delovnega območja smo analizirali delovni 
standard, ki predstavlja analit z znano vsebnostjo in čistostjo. Delovni standard smo 
analizirali pri 5 različnih koncentracijah, ki predstavljajo vzorce z različnimi biološkimi 
aktivnostmi, in sicer vzorce s 50 %, 75 %, 100 %, 133 % in 200 % biološko aktivnostjo. 
Tako smo pri vsaki določitvi za standard in vzorec uporabili isti analit, s čemer najbolj 
neposredno ovrednotimo točnost rezultatov analizne metode.  
Geometrična povprečja relativnih bioloških aktivnosti 4 določitev pri posameznih 
koncentracijah so znotraj 80–125 % pričakovanih vrednosti. Vrednosti GRSD so 4–8 % 
in ne presegajo predpisane meje 30 %. Vsi 95 % intervali zaupanja ležijo znotraj 
predpisanega intervala 64–156 % pričakovanih vrednosti. Točnost analizne metode je 
definirana kot razmerje med geometričnim povprečjem relativne biološke aktivnosti in 
pričakovano vrednostjo. Za posamične koncentracije znaša 87–108 %. 
Linearnost smo vrednotili s pomočjo linearne regresije. Kot neodvisno spremenljivko 
obravnavamo pričakovano vrednost relativne biološke aktivnosti, kot odvisno 
spremenljivko pa geometrično povprečje izmerjene relativne biološke aktivnosti. Za 
vzpostavitev linearnega razmerja med podatki smo podatke logaritmirali (ln). Statistični 
parametri linearne regresije potrjujejo linearnost analizne metode oz., da metoda daje 
točne rezultate na celotnem analiziranem območju. Naklon regresijske premice je enak 
1,1230. Odsek na y osi je enak –0,6056 in se statistično pomembno ne razlikuje od 0, saj 
95 % interval zaupanja vsebuje vrednost 0. Korelacijski koeficient regresijske premice je 
enak 0,9968 in izpolnjuje kriterij sprejemljivosti, ki je ≥ 0,90. Na grafu ostankov oz. 
grafu odmikov posameznih točk od premice linearne regresije so točke enakomerno 
porazdeljene okoli vrednosti 0, kar dodatno potrjuje linearno regresijo. 
Točnost in linearnost smo dokazali v območju 50–200 %, zato je to tudi delovno območje 
metode. S tem je izpolnjen tudi kriterij sprejemljivosti za delovno območje, ki mora biti 
80–125 % in pokrivati najmanj specifikacijske meje za sproščanje. 
Analizna metoda je v območju 50–200 % relativne biološke aktivnosti vzorcev linearna 




Za ugotovitev natančnosti analizne metode smo vrednotili ponovljivost in vmesno 
natančnost. Za vrednotenje ponovljivosti smo analizirali DS vzorce v 6 določitvah, ki so 
bile izvedene znotraj 1 analize. Za vrednotenje vmesne natančnosti smo vzorec analizirali 
v 16 določitvah, ki so bile izvedene v 8 neodvisnih analizah in so vključevale 4 
spremenljivke. Analize so bile izvedene v 4 različnih dneh, s strani 2 različnih analitikov, 
z uporabo 2 različnih proizvajalcev (in serij) reagenta TNF-α in izmerjene na 2 različnih 
čitalnikih mikrotitrskih ploščic. Vsaka spremenljivka je bila analizirana v 2 določitvah. 
Preglednici 24 in 25 prikazujeta rezultate izmerjenih relativnih bioloških aktivnosti za 
vrednotenje ponovljivosti in vmesne natančnosti. V preglednici 26 so zbrani rezultati 
parametrov posamičnih spremenljivk vrednotenja vmesne natančnosti, v preglednici 27 




Preglednica 24: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje ponovljivosti pri 





































































































































































Preglednica 25: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje vmesne 





















































































































































Dan 1 A Lot 1 L2 95,37 
Dan 1 B Lot 1 L1 108,47 
Dan 1 B Lot 1 L1 109,93 
Dan 2 A Lot 2 L2 93,04 
Dan 2 A Lot 2 L2 93,77 
Dan 2 B Lot 2 L1 105,89 
Dan 2 B Lot 2 L1 103,22 
Dan 3 A Lot 1 L1 96,97 
Dan 3 A Lot 1 L1 94,28 
Dan 3 B Lot 2 L2 81,44 
Dan 3 B Lot 2 L2 83,76 
Dan 4 A Lot 2 L1 94,73 
Dan 4 A Lot 2 L1 90,26 
Dan 4 B Lot 1 L2 90,66 




Preglednica 26: Parametri posameznih spremenljivk vrednotenja vmesne natančnosti pri 































































































Dan 1 103 8 
91–115 
(89–112) 
Dan 2 99 7 
89–110 
(90–111) 
Dan 3 89 9 
77–102 
(87–115) 




A 94 2 
93–96 
(98–102) 




Lot 1 99 7 
94–105 
(95–106) 






L1 100 8 
94–107 
(94–106) 





Preglednica 27: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje 







Ponovljivost 4 ≤ 20 DA 





Za proučevanje ponovljivosti smo vrednotili variabilnost določitev istega vzorca znotraj 
ene analize, ki je obsegala 3 mikrotitrske ploščice. Pri tem je edina spremenljivka 
neodvisna priprava posameznega vzorca in standarda. Ponovljivost definira parameter 
GRSD, ki je za 6 določitev enak 4 % in ne presega predpisane meje 20 %. Tudi 95 % 
relativni interval zaupanja je ozek (96–104 %) in dodatno potrjuje dobro ponovljivost 
rezultatov. S potrjeno ponovljivostjo so izpolnjeni tudi vsi kriteriji za parameter 
delovnega območja. 
V okviru analiz vmesne natančnosti smo simulirali variabilnost rezultatov znotraj 
laboratorija na  daljše časovno obdobje. Rezultati 16 določitev, ki smo jih pridobili v 4 
različnih dneh, s strani 2 analitikov in z uporabo 2 različnih reagentov in opreme, imajo 
GRSD enak 9 % in ne presega predpisane meje 30 %. 95 % relativni interval zaupanja je 
ozek (96–105 %) in dodatno potrjuje dobro ponovljivost rezultatov. Poleg tega smo 
rezultate vmesne natančnosti izračunali tudi za vsak posamezen parameter. Rezultati 
GRSD za posamezen parameter so 2–13 %, kar ustreza kriteriju sprejemljivosti, ki je 
≤ 30 %. 
Kljub temu, da je kriterij sprejemljivosti za GRSD pri vmesni natančnosti zaradi večjega 
števila spremenljivk višji, sta vrednosti za GRSD pri ponovljivosti in vmesni natančnosti 
primerljivi. Dobljeni rezultati dokazujejo, da je analizna metoda ponovljiva in natančna 
ter da bo v prihodnosti ob spontanih spremembah (novi analitiki, novi reagenti in 
oprema) dajala zanesljive rezultate. 
 
4.2.3 SPECIFIČNOST 
Za potrditev specifičnosti smo analizirali vzorec s simulirano sestavo, ki vsebuje matriks 
zdravilne učinkovine in delovni standard z relativno biološko aktivnostjo 100 % v 
razmerju 4:1. Sestava matriksa je opisana v preglednici 7. Vzorec smo analizirali v 4 
določitvah, ki so bile izvedene v 4 neodvisnih analizah. 
Preglednici 28 in 29 prikazujeta rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih 
parametrov za vrednotenje specifičnosti. 
 
Preglednica 28: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje specifičnosti pri 


























































































































Preglednica 29: Rezultati in kriteriji sprejemljivosti parametrov za vrednotenje 









































































































































































































92 100 80–125 5 ≤ 30 85–100 64–156 DA 
 
Pri specifičnosti smo vrednotili zmožnost analizne metode, da točno in natančno izmeri 
analit ob višjih koncentracijah pomožnih snovi, prisotnih v matriksu zdravilne učinkovine 
in vrednotili vpliv višjih koncentracij teh snovi na princip delovanja biološkega testa, kot 
je vezava protitelesa na TNF-α in vezavo TNF-α na celični receptor, vpliv na reakcije z 
luminescenčnim reagentom Caspase Glo, morebitna toksičnost za celice in podobno. 
Geometrično povprečje relativne biološke aktivnosti 4 določitev je 92 % in je znotraj 
meje 80–125 % pričakovane vrednosti. Vrednost GRSD je 5 % in ne presega predpisane 
meje 30 %. 95 % absolutni interval zaupanja je 85–100 % in leži znotraj predpisanega 
intervala 64–156 % pričakovane vrednosti. Dobljeni rezultati dokazujejo, da je analizna 
metoda oz. princip delovanja biološkega testa AIA visoko specifičen, saj tudi povišana 
koncentracija pomožnih snovi ne vpliva na točnost in natančnost rezultatov.  
 
4.2.4 ROBUSTNOST 
Za vrednotenje robustnosti smo analizirali vzorce delovnega standarda in vzorce 
zdravilne učinkovine. Testirali smo vpliv 3 različnih parametrov: 
 čas stimulacije celic U-937 med inkubacijo v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % 
CO2; 
 različne čase inkubacije biološkega testa z luminescenčnim reagentom; 
 stabilnost vzorcev zdravilne učinkovine en teden po odprtju. 
Vpliv 3 različnih parametrov smo analizirali v 8 različnih kombinacijah v okviru 10 
neodvisnih analiz, kot prikazuje preglednica 9. Vsako kombinacijo parametrov smo 
analizirali v 2 določitvah. Pri tem so bili posamezni parametri analizirani v 2 ali 4 
določitvah. 
Preglednici 30 in 31 prikazujeta rezultate in kriterije sprejemljivosti posameznih 





Preglednica 30: Izmerjene relativne biološke aktivnosti za vrednotenje robustnosti pri 






























































































































































































































































































































































































































































































2 108 100 80–125 3 ≤ 30 104–113 64–156 DA 
3 47 50 40–62,5 1 ≤ 30 42–51 32–78 DA 
3 209 200 160–250 2 ≤ 30 181–242 128–312 DA 
4 105 100 80–125 7 ≤ 30 95–117 64–156 DA 
Čas inkubacije z 
luminescenčnim 
reagentom 
50 108 100 80–125 2 ≤ 30 106–111 64–156 DA 
60 47 50 40–62,5 1 ≤ 30 42–51 32–78 DA 
60 209 200 160–250 2 ≤ 30 181–242 128–312 DA 
90 105 100 80–125 7 ≤ 30 94–118 64–156 DA 
Stabilnost DS 
vzorcev 
dan 0 101 n.a. n.a. 3 ≤ 30 96–107 n.a. DA 
dan 7 101 n.a. n.a. 19 ≤ 30 77–133 n.a. DA 
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V okviru proučevanja robustnosti smo vrednotili zmožnost metode, da kljub 
spremembam parametrov daje točne in natančne rezultate. Vsi rezultati geometričnega 
povprečja, GRSD in 95 % absolutnega intervala zaupanja 2 ali 4 določitev posamezne 
kombinacije parametrov ustrezajo kriterijem sprejemljivosti. 
Pri času stimulacije celic v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 smo vrednotili vpliv na 
rezultat po 2, 3 in 4 h, kar je do 100 % razlika v času inkubacije biološkega testa. 
Rezultati potrjujejo, da je čas inkubacije biološkega testa v območju 2–4 h primerljiv in 
ustrezen.  
Pri času inkubacije z luminescenčnim reagentom smo vrednotili vpliv na rezultat po 
različnem času stresanja in razvijanja odziva. Luminscenčni reagent v približno 10 min 
lizira celice, pri čemer se iz celic sprostijo aktivirane kaspaze, ki nato reagirajo z 
luminescenčnim reagentom in generirajo luminescenčni odziv. Maksimalni odziv se 
pojavi po približno 1 h inkubacije in po 2 h ohrani približno 70 % odziva. Rezultati 
potrjujejo, da pri 10 min stresanju in 40–80 min razvijanju odziva oz. skupno 50–90 min 
inkubaciji z luminescenčnim reagentom dobimo ustrezne in primerljive rezultate. V 
praksi to pomeni, da lahko v primeru, ko biološki test izvajamo na več mikrotitrskih 
ploščicah, vse ploščice začnemo razvijati naenkrat in jih nato zaporedoma merimo z 
nekaj minutnimi zakasnitvami na istem spektrofotometru. 
V okviru robustnosti smo testirali tudi stabilnost DS vzorca po odprtju. Rezultati analize 
DS vzorca 7 dni po odprtju in pri shranjevanju na 5 °C potrjujejo stabilnost DS vzorca v 
tem časovnem obdobju in pogojih shranjevanja. To v praksi pomeni, da lahko isto enoto 






V okviru validacije dveh komplementarnih analiznih metod za merjenje relativne 
biološke aktivnosti biološko podobnega monoklonskega protitelesa, ki je zdravilna 
učinkovina iz skupine zaviralcev TNF-α, smo proučevali, ali analizni metodi dajeta 
zanesljive rezultate in sta primerni za namen uporabe. Validacijo smo izvedli v polnem 
obsegu na validacijskih parametrih, ki so smiselni za vrednotenje bioloških testov 
(točnost, linearnost, delovno območje, ponovljivost, vmesna natančnost, specifičnost in 
robustnost). Validacijske teste in evalvacijo rezultatov smo izvajali skladno s smernicami 
ICH in FDA in ugotovili, da obe analizni metodi izpolnjujeta zastavljene kriterije 
sprejemljivosti za vse vrednotene parametre. Rezultati validacije dokazujejo, da obe 
analizni metodi dajeta točne in natančne rezultate v območju 50–200 % relativne biološke 
aktivnosti vzorcev, sta specifični in robustni in zato primerni za uporabo v kontroli 
kakovosti oz. za namen sproščanja končnih izdelkov na trg. Vsi validacijski parametri so 
veliko pod mejami kriterijev sprejemljivosti. 
Kljub temu da so rezultati vseh validacijskih parametrov ustrezni in znotraj predpisanih 
kriterijev sprejemljivosti, pa so med analiznima metodama vidne razlike. Analizna 
metoda AIA se je pri vseh parametrih izkazala kot manj točna in natančna od metode 
ADCC. Pri vseh parametrih, kjer smo izračunali vrednosti GRSD, so te višje, 95 % 
intervali zaupanja izmerjenih relativnih bioloških aktivnosti pa širši, kot prikazuje 
preglednica 32. Prvi razlog za to je princip delovanja analizne metode AIA, ki po 
principu inhibicije apoptoze celic meri aktivnost antigen vezavnega mesta protitelesa 
(Fab regija) in s tem specifičnost vezave protitelesa na TNF-α. Pri tem mehanizmu 
delovanja je odziv, ki ga generira biološki test posreden, saj ga povzroča neinhibiran 
delež TNF-α. Pri tem variabilnost biološkega testa povzročata variabilnost vezave 
protitelesa z TNF-α in variabilnost vezave TNF-a z membranskim receptorjem (TNFR). 
Princip delovanja analizne metode ADCC je, da primarno meri aktivnost Fc regije 
protitelesa, odziv biološkega testa pa neposredno generira vezava Fc regije protitelesa z 
membranskim receptorjem FcgIIIa (CD16). Poleg tega gre pri mehanizmu ADCC za  
dvo-točkovno premreženje tarčnih celic, protitelesa in efektorskih celic, pri čemer pride 
do odziva samo ob pravilni vezavi oz. premreženju. 
Drugi razlog za večjo variabilnost metode AIA je različno statistično vrednotenje 
podatkov. Pri metodi AIA za izračun relativne biološke aktivnosti uporabljamo 4PL 
model, ki pri izračunu upošteva vse točke koncentracijsko odvisnega odziva in izračuna 
krivulji skozi vse točke standarda in vzorca, zato je takšno statistično vrednotenje 
rezultatov variabilnejše. Za izračun relativne biološke aktivnosti pri metodi ADCC pa 
uporabljamo statistični model PLA, ki pri izračunu upošteva samo točke iz linearnega 
območja koncentracijsko odvisnega odziva.  
Kljub temu so za končni rezultat posameznega vzorca vedno potrebne 3 neodvisne 
določitve, ki morajo biti izvedene v najmanj 2 neodvisnih analizah in izpolnjevati 
specifikacijske meje za geometrično povprečje relativne biološke aktivnosti in GRSD. 
Glede na različno variabilnost posameznega biološkega testa smo postavili 
specifikacijske meje za analizno metodo ADCC pri standardnih 80–125 %, pri 
variabilnejši analizni metodi AIA pa 75–133 %. 
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Preglednica 32: Primerjava rezultatov validacijskih parametrov med analiznima 









Geometrično povprečje  
80–125 % pričakovanih vrednosti 
DA DA 
Točnost 99–104 % 87–108 % 
GRSD ≤ 30 % 1–4 % 4–8 % 
95 % relativni interval zaupanja 
64–156 % pričakovanih vrednosti 
DA DA 
Linearnost 
Naklon regresijske premice (a): 
0,8–1,2 
0,9839 1,1230 





≥ 80–125 %  50–200 % 50–200 % 
Ponovljivost 
GRSD ≤ 20 % 1 % 4 % 
95 % relativni interval zaupanja 99–101 % 96–104 % 
Vmesna 
natančnost 
GRSD ≤ 30 % 3 % 9 % 
95 % relativni interval zaupanja 99–101 % 96–105 % 
Specifičnost 
Geometrično povprečje  
80–125 % pričakovane vrednosti 
101 % 92 % 
GRSD ≤ 30 % 2 % 5 % 
95 % relativni interval zaupanja 97–104 % 92–109 % 
Robustnost 
Geometrično povprečje  
80–125 % pričakovane vrednosti  
DA DA 
GRSD ≤ 30 % 1–5 % 1–19 % 
95 % relativni interval zaupanja 
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